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Dal Prá, K.J. Efeitos da aguardente de cana em glândulas 

submandibulares de ratos. Avaliação da atividade das fosfatases, níveis 

de mucina e histomorfometria. [Dissertação]. ARAÇATUBA: UNESP – 

Univ. Estadual Paulista. 2016 

RESUMO: O presente estudo teve como objetivo investigar em glândulas 

submandibulares de ratos tratados com aguardente de cana, a morfologia, 

atividade funcional das fosfatases e níveis de mucina. 24 ratos machos e 

adultos foram divididos em 4 grupos (n=6) de acordo com o tipo de bebida 

fornecida, aguardente de cana (39º GL) ou água, e ao tempo de tratamento de 

75 ou 105 dias. Após os períodos de tratamento, os animais foram submetidos 

à cirurgia para remoção das glândulas submandibulares, seguido da eutanásia.  

As glândulas submandibulares do lado direito foram processadas para análise 

histomorfométrica (Image J) dos ductos estriados, ductos granulosos e ácinos. 

As glândulas do lado esquerdo foram pesadas e armazenadas a -80 °C, para 

avaliação da atividade funcional da fosfatase ácida total (FAT), fosfatase ácida 

resistente ao tartarato (FART), fosfatase alcalina (FAL) e determinação dos 

níveis de mucina. Para isso foram feitos ensaios bioquímicos por métodos 

espectrofotométricos. Os dados quantitativos foram submetidos à análise 

estatística (p<0,05). Os pesos absolutos e relativos das glândulas 

submandibulares apresentam-se reduzidos em relação aos controles (p<0,05). 

Na análise histomorfométrica, observamos que houve relevante redução da 

área dos ácinos (p<0,05) e redução não significativa dos ductos estriados 

(p>0,05).  Nos ductos granulosos ocorreu aumento não significativo da área 

(p>0,05). As atividades de FAT e FART se apresentaram expressivamente 

diminuídas nos grupos experimentais (p<0,05), enquanto a atividade funcional 

de FAL diminuiu de forma moderada (p>0,05). Houve redução significativa dos 

níveis de mucina pelo efeito do alcoolismo crônico (p<0,05). A partir desses 

dados foi possível concluir que o alcoolismo crônico, por uso de aguardente de 

cana afeta a funcionalidade bioquímica e a morfologia da glândula 

submandibular.  

 

Palavras chave: glândula submandibular, alcoolismo, mucina, fosfatase ácida, 

fostatase alcalina 
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Dal Prá, K.J. Effects of cane brandy on submandibular glands of rats. 

Evaluation of the activity of phosphatases, mucin levels and 

histomorphometry. [Dissertation]. Araçatuba: UNESP - São Paulo State 

University; 2016. 

ABSTRACT: The present study aimed to investigate submandibular glands of 

rats treated with cane brandy, morphology, functional activity of phosphatases 

and levels of mucin. 24 male and adult rats were divided into 4 groups (n = 6) 

according to the type of beverage provided, cane brandy (39° GL) or water, and 

treatment time of 75 or 105 days. After the treatment periods, the animals were 

submitted to surgery to remove the submandibular glands, followed by 

euthanasia. The submandibular glands on the right side were processed for 

histomorphometric analysis (Image J) of the striated ducts, granular ducts and 

acini. The left glands were weighed and stored at -80 °C for evaluation of the 

functional activity of total acid phosphatase (TAP), tartrate-resistant acid 

phosphatase (TRAP), alkaline phosphatase (ALP), and determination of mucin 

levels. For this, biochemical tests were carried out by spectrophotometric 

methods. Quantitative data were submitted to statistical analysis (p<0.05). The 

absolute and relative weights of the submandibular glands are reduced in 

relation to the controls (p<0.05). In the histomorphometric analysis, we 

observed that there was a significant reduction of the acini area (p<0.05) and a 

non-significant reduction of the striated ducts (p>0.05). In the granular ducts a 

not significant increase of the area occurred (p>0.05). The TAP and TRAP 

activities were significantly decreased in the experimental groups (p<0.05), 

while the ALP functional activity decreased moderately (p>0.05). There was a 

significant reduction of mucin levels by the effect of chronic alcoholism (p<0.05). 

From these data it was possible to conclude that chronic alcoholism due to the 

use of cane brandy affects the biochemical functionality and morphology of the 

submandibular gland. 

 

 

Keywords: submandibular gland, alcoholism, mucin, acid phosphatase, 
alkaline phosphatase. 
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1. INTRODUÇÃO 

O consumo abusivo de bebidas alcoólicas está associado à dependência 

crônica do álcool e, consequentemente, causa vários prejuízos à saúde do 

indivíduo (1). Segundo a Organização Mundial de Saúde (2), o consumo per 

capita de etanol tem aumentado globalmente e o abuso do álcool tem sido 

responsável por cerca de 5,9% das mortes em todo o mundo. Os homens 

utilizam a bebida com mais frequência do que as mulheres e o início do 

consumo têm ocorrido cada vez mais precocemente. Estudos mencionam que 

a maioria dos indivíduos introduz o uso de bebidas alcoólicas antes dos 18 

anos de idade (3) e 52% dos adolescentes com 12 anos já ficaram 

embriagados ao menos uma vez (4). No Brasil, o consumo é de 

aproximadamente 8,7 litros de álcool puro por pessoa a cada ano, 2,5 litros a 

mais do que a média global de 6,2 litros. Estes dados evidenciam que o 

brasileiro tem consumido o álcool de forma exagerada e este é um problema de 

saúde pública (2).  

O consumo excessivo de álcool está associado a diversos distúrbios 

comportamentais, cognitivos e fisiológicos tais como: dependência (5), 

aumento do risco de câncer de boca, fígado, mama, doença cardíaca coronária 

(6), danos ao sistema nervoso central e periférico, doenças no fígado, sistema 

gastrointestinal e reumatológico (7). Investigações também têm demonstrado 

que o álcool promove efeitos deletérios nas glândulas salivares, porém este é 

um assunto pouco explorado. (8-10) 

Alguns estudos demonstraram mudanças morfológicas e metabólicas 

nas glândulas submandibulares e parótidas decorrentes do alcoolismo. A 

principal alteração morfológica relatada foi a atrofia do parênquima glandular, 
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seja pelo acúmulo de tecido adiposo, (8, 9) ou por redução do estímulo 

glandular, o dano resulta em uma menor capacidade funcional da glândula 

(10). 

O etanol também parece exercer influência na composição da saliva. 

Além da redução do fluxo salivar (11-13), foi observada redução da 

concentração de lactoferrina (14), lisozima (15) e imunoglobulina A (16). 

Constatou-se também uma redução dos níveis da glicoproteína amilase, sódio, 

bicarbonato, cloro (17, 18) e das mucinas salivares (19). 

As mucinas presentes na saliva são glicoproteínas e possuem 

características de alta viscosidade, elasticidade e adesividade que são 

indispensáveis para a manutenção da integridade da membrana mucosa. 

Controlam a flora bucal devido sua ação antimicrobiana e desempenham um 

papel importante na lubrificação e proteção dos tecidos bucais duros e moles 

(20, 21).  Pouco se sabe acerca dos efeitos das bebidas alcoólicas sobre as 

mucinas salivares, sendo necessária a melhor compreensão do assunto.  

Os dados acima demonstram que a morfologia das glândulas salivares 

maiores de animais expostos a bebidas alcoólicas parece estar alterada e 

consequentemente afeta a função e composição da saliva. A verificação da 

atividade enzimática nestes tecidos submetidos ao tratamento com etanol, 

ainda não foi investigada e a sua compreensão contribuiria para melhor 

entendimento dos processos patológicos causados pelo alcoolismo nas 

glândulas salivares in vivo (22). 

Enzimas são referidas como catalisadores biológicos, tem ação na 

regulação do metabolismo celular, modulando, portanto vários processos 
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celulares, como progressão do ciclo celular, regulação transcricional, 

crescimento celular, diferenciação e apoptose em variados tecidos (23, 24) 

As fosfatases ácidas são uma família de enzimas que pertencem à 

classe das hidrolases. São especificamente agrupadas em conjunto devido à 

capacidade partilhada de catalisar a hidrólise de monoésteres de ortofosfato 

em condições ácidas (25), incluem nesse grupo a fosfatase ácida total (FAT) e 

outra isoforma chamada fosfatase ácida resistente ao tartarato (FART), 

caracterizada por ser insensível ao tartarato nas reações catalisadoras e que 

também tem sua catálise em pH ácido (26, 27). A fosfatase alcalina (FAL) 

encontra-se em diversas isoformas e apresenta o pH alcalino para a sua 

catálise (28). É produzida por diversos tecidos, como o osso, fígado, intestino e 

placenta, e são excretadas pela bile (29). 

Inúmeras enzimas foram identificadas na saliva e incluem-se nesse 

conjunto a FAT, FART e FAL (30). Diversas fosfatases ácidas parecem estar 

envolvidas nas diferentes fases do círculo secretor das glândulas. A atividade 

de FAT tem aparecido mais proeminentemente na glândula parótida enquanto 

a de FART foi mais observada na glândula submandibular (23). A atividade 

FAL pode ser encontrada em ambas as glândulas salivares (31).  

Takuma & Ichida (1993) (32) demonstraram que a inibição das 

fosfatases do tipo A e 2ª, pelo ácido ocadáico potencializa a liberação de alfa-

amilase pelas células acinares das glândulas parótidas. Mudanças na atividade 

da FAT e FAL nas glândulas submandibulares e parótidas também têm sido 

correlacionadas com hiperglicemia durante o desenvolvimento de diabetes (33) 

e em glândulas de animais expostos a fumaça de cigarro (34). Estes dados 
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demonstram que alterações sistêmicas exercem impacto na produção e 

atividade das fosfatases. 

Desta forma, tendo em vista a escassez de trabalhos investigando o 

impacto da aguardente de cana na morfologia das glândulas salivares e a 

ausência de investigações sobre o efeito do alcoolismo na atividade bioquímica 

das glândulas, nos propusemos a contribuir para desvendar este tema ao 

delinear o presente trabalho. 
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2. PROPOSIÇÃO 

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do alcoolismo crônico em 

glândulas submandibulares de ratos por meio da análise histomorfométrica dos 

ácinos, ductos estriados e ductos granulosos, da determinação dos níveis 

mucina e da atividade funcional das fosfatase ácida total (FAT), fosfatase ácida 

resistente ao tartarato (FART) e fosfatase alcalina (FAL).  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

Delineamento experimental  

Este estudo foi desenvolvido mediante a sua aprovação pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Araçatuba, 

Universidade Estadual Paulista (FOA-UNESP), sob o protocolo 00442-2016 

(Anexo 1). 

Foram utilizados 24 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus) da 

linhagem Wistar, com 40 dias de idade, provenientes do Biotério da FOA-

UNESP, com peso médio de 150 gramas e sem quaisquer doenças. Todos os 

animais foram mantidos em gaiolas coletivas com 6 animais cada e em 

ambiente climatizado.  

  Os ratos foram distribuídos aleatoriamente em 4 grupos (n=6) de acordo 

com o tipo de bebida recebido e tempo do tratamento (Figura 1). Os animais 

receberam ração e bebida ad libitum durante todo o experimento. A bebida dos 

grupos controles (GC75 e GC105) era água e a dos grupos experimentais 

(GE75 e GE105), água que foi sendo substituída gradativamente por 

aguardente de cana (39º GL) conforme a Figura 1. O modelo de alcoolismo 

utilizado nos grupos tratados foi o “semi-voluntário” (35). 
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A água e a aguardente de cana foram colocadas em recipientes 

chamados de “mamadeiras”, onde foi oferecida água, ou a troca gradativa 

pela substância alcoólica de acordo com os grupos e tempos estabelecidos 

previamente. A alimentação sólida foi realizada com ração (Presence, 

Ribeirão Preto SP, Brasil) e reposta 3 vezes por semana. Após os períodos de 

interesse, os animais foram submetidos a um procedimento cirúrgico para 

remoção das glândulas salivares submandibulares. 

 

 

Figura 1- Esquema experimental animal. Os grupos GC75 e GC105 receberam água 
durante todo o experimento, por 75 e 105 dias respectivamente até o dia da eutanásia. Os 
Grupos GE75 e GE105 foram induzidos ao alcoolismo crônico de forma gradativa. Durante os 
10 primeiros dias receberam 30% de aguardente de cana diluída em água, a partir do 11º dia a 
concentração de aguardente de cana foi de 60%. Após o 20º passaram a receber 100% da 
substância alcoólica durante 14 horas ao dia, nas 10 horas restantes receberam água pura até 
os dias estabelecidos para o sacrifício (75 e 105 dias).  
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Procedimento Cirúrgico 

Nos períodos estabelecidos, os animais foram anestesiados, por meio 

da administração intraperitoneal, com cloridrato de quetamina (Francotar – 

Vibrac do Brasil Ltda, São Paulo, Brasil) associado à xilazina (Rompum – 

Bayer AS – Saúde Animal, São Paulo, Brasil), nas concentrações de 75 

mg/kg peso corpóreo e 10 mg/kg de peso corpóreo, respectivamente. Em 

seguida, as glândulas salivares submandibulares foram acessadas através de 

incisão longitudinal na região cérvico ventral seguida de incisão transversal 

até a linha das orelhas, o tecido foi divulsionado até ter acesso as glândulas 

submandibulares. A glândula sublingual foi separada da submandibular e o 

excesso de tecido conjuntivo bem como a cápsula das mesmas foram 

retiradas neste momento. A extirpação das glândulas submandibulares foi 

realizada com os animais ainda vivos para conservar as enzimas presentes no 

tecido, após o procedimento foi feita a eutanásia dos animais por meio de 

dose excessiva de anestésico via intraperitoneal utilizando 3 vezes a dose 

usada na anestesia geral. 

 

 

Processamento do material coletado 

Todas as glândulas submandibulares coletadas do lado esquerdo 

foram pesadas para análise de peso absoluto e relativo e posteriormente 

fracionadas e colocadas em tubos cônicos de 0,5mL de acordo com as 

análises a serem realizadas. Na sequência, foram congeladas em nitrogênio 

líquido e conservadas em freezer a -80 °C até o momento das análises. As 

glândulas submandibulares do lado direito foram processadas no Laboratório 
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de Patologia do Departamento de Patologia e Propedêutica da FOA-UNESP. 

As glândulas foram identificadas e, em seguida, fixadas em solução de Helly 

por 8 horas. Após a fixação, as peças foram seccionadas de acordo com o 

plano de corte, lavadas em água corrente por 12 horas, processadas para 

inclusão com desidratação em uma série crescente de álcoois, diafanizadas 

em xilol e incluídas em parafina para obtenção de cortes para análise 

histológicas. As peças receberam cortes de 6 μm de espessura e foram 

montadas em lâminas de vidro e coradas com hematoxilina e eosina. 

 

Análise Histomorfométrica  

Esta análise foi realizada com auxílio de microscópio óptico (LeicaR 

DC 300F microsystems ltd, Heerbrugg, Switzerland), em aumento de 40X, 

acoplado a uma câmera de captação de imagem (LeicaR DC 300F 

microsystems ltd, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um 

microcomputador com um software analisador de imagens digitalizadas Image 

J (Software de Processamento e Análise de Imagens, Ontario, Canadá).  Foi 

utilizado um corte histológico de cada glândula submandibular e foram 

fotografados 2 campos histológicos na região central e 2 campos em região 

periférica de um lóbulo da glândula. As imagens digitalizadas foram gravadas 

em arquivos JPEG para serem posteriormente analisadas no programa 

ImageJ. Foi inicialmente mensurada a área total da glândula em μm² e em 

seguida, através da ferramenta “free hands”, foram selecionadas as áreas dos 

ductos granulosos, ductos estriados e ácinos. A área total da imagem foi 

quantificada em 100%. Após obter uma média da área dos 4 campos 

determinados, os valores resultantes foram submetidos a uma regra de três 
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para calcular a porcentagem de cada estrutura analisada. Os valores de 

porcentagem obtidos foram registrados em forma de planilha para análise 

estatística (36). 

 

Análise do perfil de fosfatases ácidas e alcalina das glândulas salivares 

Nesta etapa do experimento, parte das glândulas submandibulares foi 

novamente pesada, tomando-se o cuidado para não descongelarem, 

homogeneizadas a 10% em solução tampão a 4 °C utilizando um 

homogeneizador do tipo Potter-Elvehjen e centrifugadas a 3000 rpm por 15 

minutos à 4 °C.  Para as fosfatases ácidas foi utilizado tampão acetato 100 mM 

(pH 5,0) e para a fosfatase alcalina, tampão glicina 25 mM (pH 9,4), contendo 

2,5 mM de MgCl2 (Sigma, St. Louis, EUA). A concentração total de proteína no 

homogenato foi determinada pelo método de Lowry, como descrito previamente 

(23, 37), usando-se albumina de soro bovino como padrão. 

Determinação da atividade das FAT e FART 

As análises bioquímicas da FAT e FART nas amostras de homogenato 

foram realizadas por método colorimétrico modificado adaptado (38, 39). A 

atividade enzimática da FAT foi determinada à 37º C em tampão acetato de 

sódio (pH 5,8), contendo 5mM do substrato p-nitrofenilfosfato (p-NPP, Sigma, 

St. Louis, EUA), enquanto a atividade da FART foi determinada  à 37º C em 

tampão acetato de sódio (pH 5,8), contendo 5 mM do substrato p-NPP na 

presença de 50 mM tartarato de sódio e 1 mM  p-hidroximercuribenzoato, um 

inibidor de fosfatases ácidas de baixo peso molecular, (Sigma, St. Louis, EUA).  

Em todos os ensaios a reação enzimática foi finalizada com a adição de NaOH 
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1M. A formação de p-nitrofenil (p-NP) foi determinada colorimetricamente pela 

leitura da absorbância a 405 nm, usando um coeficiente de extinção molar de 

18.000 M-1 cm-1. As atividades enzimáticas da FAT e a atividade residual 

correspondente a FART foram expressas em Unidades Internacionais (U/L), 

onde uma unidade corresponde a quantidade necessária de enzima que 

catalisa a transformação de 1 μM de substrato por minuto, por litro de amostra. 

Determinação da atividade da FAL 

A análise bioquímica da FAL nas amostras de homogenato também foi 

realizada por método colorimétrico modificado adaptado (33). A atividade 

enzimática foi determinada à 37 ºC em tampão glicina 25 mM (pH 9,4), 

contendo 2,0 mM do substrato p-NPP e 2,5 mM de cloreto de magnésio 

(Sigma, St. Louis, EUA). A formação de p-NP foi determinada de forma 

semelhante à FAT e FART, e o mesmo aconteceu para o cálculo da sua 

atividade enzimática. 

Determinação dos níveis de mucina 

A determinação dos níveis mucina foi realizada utilizando o método de 

Azul de Alcian descrito por Hall et al. (1980) (40) e modificado por Sarosiek et 

al. (1994) (41). Outra fração das glândulas foi homogeneizada com solução 50 

mM tampão de acetato de sódio, 25 mM MgCl2, pH 5,8, utilizando um 

homogeneizador do tipo Potter-Elvehjen e centrifugadas a 3000 rpm por 15 

minutos à 4 °C. Posteriormente, foi coletado o sobrenadante para a 

determinação de mucina e feita a diluição (1:100) e incubação das amostras 

em uma solução a 1% de Azul de Alcian em 50 mM tampão de acetato de 

sódio, 25 mM MgCl2, pH 5,8 sob agitação constante à temperatura ambiente. 
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Após incubação, as amostras foram centrifugadas durante 20 minutos a 3000 

rpm, os “pellets” foram lavados em álcool 95%, agitados suavemente durante 

10 segundos e após 5 minutos foram centrifugados durante 20 minutos a 3000 

rpm. Os complexos de corantes de mucina foram dissociados pela adição de 

uma diluição de 2: 1 de Aerosol OT (Docussato de sódio, Sigma Ultra, mínimo 

99%, solução a 10%, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) em água 

destilada e misturada sob breve sonicação. Subsequentemente, as amostras 

foram extraídas com volumes iguais de éter etílico sob agitação vigorosa. A 

solução resultante foi centrifugada durante 15 minutos a 3000 rpm e a 

concentração de corante foi determinada por espectrofotômetro a 605 nm na 

camada aquosa. A concentração de proteína total foi determinada pelo método 

de Lowry (23, 37) e foi utilizada para normalizar a absorbância durante a 

análise das amostras de mucina. Os resultados foram expressos como 

percentagem do grupo controle / 75 dias, o qual foi considerado como 100%.  

 

Análises estatísticas 

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão da média e 

submetidos às análises estatísticas. A normalidade e a homocedasticidade dos 

dados foram verificadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As comparações 

múltiplas dos resultados foram realizadas por análise de variância de duas vias 

(two-way ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. O nível de significância 

utilizado foi de p<0,05 para todas as comparações. As análises estatísticas 

foram realizadas pelo programa Graph Pad Prism (versão 6.0, San Diego, CA, 

USA). 
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4. RESULTADOS 

Peso das glândulas submandibulares  

O tratamento com aguardente de cana diminuiu o peso absoluto das 

glândulas submandibulares em relação aos grupos controles. Houve diferença 

estatisticamente significante do peso das glândulas dos animais tratados 

(GE75 e GE105) em relação aos animais controle (GC75 e GC105, p<0,0001) 

ao compará-los separadamente. Confrontando os GE75 e GE105, observou-se 

que houve pouca redução do peso absoluto das glândulas dos animais tratados 

com aguardente de cana por 75 e 105 dias e, consequentemente a relevância 

estatística não foi alcançada (p=0,7858).  

Resultados semelhantes foram observados no peso relativo da 

glândula submandibular. Verificou-se menor peso relativo nos grupos de 75 

dias (GE75, p=0,0008) e 105 dias (GE105, p=0,0222) de tratamento com 

aguardente de cana em relação aos seus respectivos controles (GC75 e 

GC105). Também foi observada diminuição do peso nos períodos 

experimentais (GE75 e GE105), porém sem diferenças estatisticamente 

significantes (p=0,4034, Tabela 1). 

Tabela 1. Peso absoluto e relativo das glândulas submandibulares. 

Tempo 

(dias) 

Peso Absoluto (mg) Peso relativo (mg/g p.c.) 

Controle Experimental Controle Experimental 

75 0,38 ± 0,058 0,15 ± 0,035* 0,77 ± 0,073 0,56 ± 0,089* 

105 0,36 ± 0,022 0,17 ± 0,012* 0,62 ± 0,071 0,50 ± 0,087* 

Médias dos valores (mg) e desvio padrão da média dos pesos absolutos e relativos. 

Avaliação estatística utilizando o teste two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. 

Significância estatística adotada p<0.05. Símbolos: *p<0.05 grupo experimental versus controle 

no mesmo dia. 
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Análise Histomorfométrica  
 

 
A partir das imagens histológicas, foram realizadas as análises 

morfométricas (Figura 2). Em uma avaliação das diferentes estruturas 

presentes na glândula submandibular, observou-se que os ductos estriados 

apresentavam uma área menor nos grupos tratados, aos 75 dias houve 

redução de 11% e aos 105 de 19% em relação aos controles, porém não houve 

diferença estatisticamente significante nos grupos GE75 (p=0,8637) e GE105 

(p=0,5183) em comparação aos seus respectivos controles (GC75 e GC105).  

Na comparação entre os períodos (GE75 e GE105), houve progressão na 

redução dos ductos estriados sem relevância estatística (p=0,9594, Figura 3).  

Observou-se, nos grupos tratados uma tendência a aumentar a área dos 

ductos granulosos, houve aumento de 17% da área ao 75º dia, entretanto não 

se mostrou com diferença estatisticamente significante (GE75, p=0,0951). Ao 

105º dia houve 18% de aumento da área e não obteve-se estatística 

significante (GE105, p=0,1135) em relação aos seus controles. Apesar de 

ocorrer pequeno aumento dos ductos granulosos entre GE75 e GE105, não foi 

possível observar significância estatística no intervalo de tratamento (p=0,9814, 

Figura 4).  

A área dos ácinos encontrava-se com redução de 10% e 11% aos 75 e 

105 dias respectivamente e com estatística significante no grupo GE75 

(p=0,0178) e GE105 (p=0,0307) em comparação com os grupos controle GC75 

e GC105.  Entre os períodos experimentais de GE75 e GE105, houve pouca 

redução dos ácinos e desta forma não foi estatisticamente relevante (p=0,9287, 

Figura 5). 



33 
 

      

 

 

 

             

Figura 2. Fotomicrografia das análises histomorfométricas do tecido glandular. (A) GC75, 

(B) GE75, (C) GC105, (D) GE105. A seta indica os ductos estriados, o asterisco os ductos 

granulosos e a cruz indica os ácinos. (HE 40X). 
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Figura 3. Representação gráfica da porcentagem de área de ductos estriados. Os 
dados foram expressos como média e desvio padrão da média. Avaliação estatística 
utilizando o teste two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Significância estatística 

adotada p<0.05. 
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Figura 5. Representação gráfica da porcentagem de área dos ácinos. Os dados 

foram expressos como média e desvio padrão da média. Avaliação estatística utilizando 

o teste two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Significância estatística adotada 

p<0.05. Símbolos: *p<0.05 grupo experimental versus controle no mesmo dia. 

 

Figura 4. Representação gráfica da porcentagem de área de ductos granulosos. Os 
dados foram expressos como média e desvio padrão da média. Avaliação estatística 
utilizando o teste two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Significância estatística 

adotada p<0.05.  
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Parâmetros bioquímicos da atividade das fosfatases 

A atividade específica da FAT na glândula submandibular dos ratos 

submetidos ao alcoolismo crônico variou consideravelmente em relação ao 

grupo controle. No grupo tratado GE75 houve redução de 17% da FAT 

(p=0,0273) em relação ao grupo controle GC75, enquanto ao 105° dia (GE105) 

a redução foi de 42% (p<0,0001) comparado ao seu controle (GC105). Entre os 

períodos de GE75 e GE105 a redução de FAT também foi significativa 

(p=0,0011, Figura 6). 

Resultados semelhantes foram encontrados na atividade específica de 

FART, que apresentou redução nos grupos tratados com aguardente de cana. 

No grupo GE75 houve a redução de 15% da atividade de FART sem diferença 

estatisticamente significante (p=0,1383) comparado ao GC75. Enquanto que no 

grupo GE105 a redução foi de 39% e apareceu de forma relevante (p<0,0001) 

contrastado ao controle GC105. Na comparação para o fator período de GE75 

e GE105, houve uma redução gradativa de FART com significância estatística 

(p=0,0393, Figura 7). 

 A dosagem de atividade de FAL mostrou-se aumentada no grupo GE75 

em relação ao controle GC75, mas não foi estatisticamente significante 

(p=0,6911).  Houve um declínio da FAL no grupo GE105 em relação ao 

GC105, sem relevância estatística (p=0,4450). Quanto a comparação entre os 

períodos experimentais de GE75 e GE105, ocorreu pequena redução de FAL e 

assim sem estatística significante (p=0,3739, Figura 8). 
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Figura 6. Efeito do alcoolismo crônico na atividade da FAT nas glândulas 

submandibulares. Os dados foram expressos como média e desvio padrão da média. 

Avaliação estatística utilizando o teste two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. 

Significância estatística adotada p<0.05. Símbolos: *p<0.05 grupo experimental versus 

controle no mesmo dia; † p<0.05 grupo experimental 75 dias versus grupo experimental 

105 dias. 

Figura 7. Efeito do alcoolismo crônico na atividade da FART nas glândulas 

submandibulares. Os dados foram expressos como média e desvio padrão da média. 

Avaliação estatística utilizando o teste two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. 

Significância estatística adotada p<0.05. Símbolos: *p<0.05 grupo experimental versus 

controle no mesmo dia; † p<0.05 grupo experimental 75 dias versus grupo experimental 

105 dias. 

Experimental 

Experimental 



37 
 

P e río d o  d e  tra ta m e n to

F
A

L
 (

U
/m

g
 d

e
 p

r
o

te
ín

a
 t

o
ta

l)

0

4

8

1 2

1 6

2 0

2 4

C o n tro le E ta n o l

G C 7 5 G E 7 5 G C 1 0 5 G E 1 0 5

 

 

Determinação de mucina 

 

Ao analisarmos os níveis da mucina, observamos que os animais 

tratados com álcool apresentaram níveis mais baixos. Aos 75 dias (GE75) não 

houve diferença estatisticamente significante (p=0,6072) em relação ao 

controle (GC75). No grupo GE105 houve redução significante da mucina 

(p=0,0331) comparada ao controle GC105. Em relação ao período 

experimental de GE75 e GE105 houve redução dos níveis de mucina com 

estatística significante (p=0,0477, Figura 9). 

Figura 8. Efeito do alcoolismo crônico na atividade da FAL nas glândulas 

submandibulares. Os dados foram expressos como média e desvio padrão da média. 

Avaliação estatística utilizando o teste two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. 

Significância estatística adotada p<0.05.  
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Figura 9. Efeito do alcoolismo crônico sobre os níveis de mucina nas glândulas 

submandibulares. Os dados foram expressos como média e desvio padrão da média. 

Avaliação estatística utilizando o teste two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. 

Significância estatística adotada p<0.05. Símbolos: *p<0.05 grupo experimental versus 

controle no mesmo dia; † p<0.05 grupo experimental 75 dias versus grupo experimental 

105 dias. 
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5. DISCUSSÃO 

O primeiro indício em nossos resultados que revela o efeito deletério do 

alcoolismo crônico nas glândulas submandibulares foi a significante redução do 

peso dos órgãos dos animais tratados em relação aos controles. Estes 

achados foram corroborados por outros trabalhos (10, 42) e, inclusive, Faustino 

e Stipp (2003) (10) observaram também redução da massa corpórea de 

animais induzidos ao alcoolismo crônico, além da diminuição da massa 

glandular (10). Esta redução poderia ser explicada pelo fato de que o álcool 

causa a sensação de saciedade no indivíduo e, consequentemente, uma 

ausência da vontade de se alimentar. Sem apetite, haveria pouco estímulo das 

glândulas salivares e, crônica e eventualmente, levaria à atrofia e diminuição 

do peso glandular (43). 

Por outro lado, Fernandes et al. (2015) (36) em seu trabalho com ratas 

adolescentes tratadas com etanol por gavagem, detectaram um aumento no 

peso da glândula parótida e nenhuma alteração nas glândulas 

submandibulares de animais expostos e bebidas alcoólicas  (36). Estudos com 

humanos associaram o aumento de peso glandular aos indivíduos que já 

estavam com cirrose hepática por alcoolismo e, consequentemente, com 

efeitos mais graves devido a doença (44). Outra explicação para este achado 

seria o acúmulo de tecido adiposo nas estruturas glandulares (8, 9, 45) o que 

contribuiria para o aumento da massa glandular dos ratos submetidos ao 

tratamento com etanol. Em nossa amostra não foi observado este acúmulo de 

tecido gorduroso, portanto seria improvável detectarmos um aumento da 

massa das glândulas. 
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Nós também demonstramos que o uso excessivo de aguardente de cana 

afetou a morfologia das glândulas submandibulares ao quantificarmos os 

ductos e os ácinos. As áreas dos ductos estriados encontravam-se diminuídos 

nos grupos tratados enquanto os ductos granulosos estavam moderadamente 

aumentados nos animais tratados com etanol quando comparados aos 

controles. Em nosso estudo somente o ducto granuloso encontrava-se com 

área aumentada e acreditamos que há maior sensibilidade desta estrutura após 

o alcoolismo crônico.  

Outro fato interessante é que as células dos ductos granulosos de 

roedores produzem hormônios e diversos fatores de crescimento celular, muito 

distinto dos ductos estriados que possuem função restrita a secreção salivar e 

reabsorção de eletrólitos (46). Sendo assim o efeito agressivo do alcoolismo 

poderia estar associado a uma desordem desses fatores de crescimento e por 

isso o ducto granuloso é o único a apresentar aumento de sua área. Quanto ao 

ducto estriado acreditamos que por estar com funções diminuídas na atividade 

salivar sua área tende a ficar menor.  

A quantidade de ácinos observada foi menor nos ratos tratados com 

aguardente de cana comparada ao controle nos dois períodos de tratamento. 

Deste modo sugere-se um potencial efeito do alcoolismo crônico em atrofiar de 

alguma forma a glândula submandibular, pois além de encontrarmos uma 

redução do peso glandular é possível observar a expressiva redução da área 

dos ácinos da glândula. Além disso, os ácinos são importantes secretores de 

saliva (47) e sua atrofia pode causar uma disfunção na produção e composição 

salivar. 
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Estes achados estão em concordância com o estudo de Faustino e Stipp 

(2003) (10) que ao observarem o volume dos ácinos de glândulas 

submandibulares de ratos alcoolizados por 20 semanas encontraram redução 

importante da estrutura. Resultados semelhantes foram encontrados em um 

trabalho com humanos, em que houve pequena redução no diâmetro dos 

ductos de glândulas parótidas de alcoolistas (48). Fagundes et al. (2016) (49) 

propôs um modelo experimental de 1 a 4 semanas de exposição alcoólica em 

animais e relatou que também há redução das células mioepiteliais da glândula 

submandibular no curto período de tratamento.  

Em contrapartida vários estudos relatam a hipertrofia das estruturas 

glandulares e associam a circunstância ao acúmulo de tecido adiposo nos 

tecidos adjacentes após o alcoolismo crônico (36, 50, 51). Tirapelli et al. (2001) 

(45) analisou glândulas submandibulares de ratos após alcoolismo crônico de 

5, 10 e 15 meses e relatou intensa redução das células acinares e ductais, 

porém houve aumento das área total das estruturas que foi associado ao 

acúmulo de tecido adiposo no tecido conjuntivo interlobular. 

De qualquer forma os resultados exibidos na literatura a respeito da 

morfologia glandular após uso de excessivo álcool são controversos e isso 

parece estar relacionado ao fato das diferentes metodologias empregadas, 

uma vez que os estudos utilizam formas distintas de indução ao alcoolismo, 

como a forma semi-voluntária (10, 45) e por gavagem (36). Há também 

diferenças entre dosagem, concentração alcoólica e tempo de exposição e 

estes podem ser os causadores dos divergentes resultados, dificultando assim 

a comparação. 
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O presente estudo fornece evidências de que o sistema funcional 

bioquímico na glândula submandibular de rato também é claramente alterado 

pelo uso prolongado da bebida alcoólica. Apesar da FAL não se mostrar 

alterada significativamente, a FAT e FART demonstraram uma diminuição 

progressiva relacionada aos tempos experimentais. Nenhum estudo até 

momento analisou a funcionalidade bioquímica das fosfatases em glândulas 

salivares associadas a alcoolismo crônico.  

As fosfatases estão presentes na glândula submandibular de formas 

diferentes. Estudos imunoistoquímicos tem confirmado a presença da FAT nas 

células ductais, estriadas e mioepiteliais de glândulas parótidas e 

submandibulares em humanos, já a presença da FART nas células dos ductos 

estriados da submandibular, tem sugerido a importância desta enzima na troca 

de água e íons durante a modificação da saliva seromucosa (23) enquanto a 

presença de FAL foi observada na superfície luminal dos ductos estriados e 

excretores (31).  

Basseto et al. (2001) (34) relataram que houve marcante diminuição da 

atividade funcional de FAT em glândulas sublinguais devido a exposição 

crônica a fumaça de cigarro, demonstrando a sensibilidade dessas enzimas a 

efeitos tóxicos. Dado semelhante foi encontrado em nosso estudo com a 

redução da atividade de FAT e FART após ingestão de aguardente de cana. 

Em contrapartida em um estudo imunoistoquímico com coelhos diabéticos, 

houve aumento na intensidade da reação da FAT em todas as partes dos 

ácinos e expressivo aumento da FAL nas células mioepiteliais de glândulas 

parótidas e submandibulares evidenciando uma alteração na atividade 

enzimática, porém relacionada a alteração metabólica (33).  
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Outra pesquisa analisou a atividade das enzimas antioxidantes 

(superóxido dismutase e glutationa peroxidase) nas glândulas parótidas de 

ratos tratados com etanol e relatou um aumento da atividade dessas enzimas 

(52). Enzimas estas diferentes das que utilizamos neste trabalho, mas que 

demonstram a suscetibilidade das alterações bioquímicas causadas pelo 

alcoolismo crônico em glândulas salivares. 

As fosfatases estão presentes nas glândulas salivares, regulando 

diversos mecanismos celulares e, portanto seu aumento ou diminuição tem por 

consequência causar uma disfunção do órgão (53). Diante disso nossos 

resultados demonstram alterações bioquímicas nas glândulas submandibulares 

após alcoolismo crônico, devido a diminuição da funcionalidade das fosfatases 

e apesar dos mecanismos não estarem esclarecidos, notamos que além do 

efeito tóxico causado pelo alcoolismo, há também uma relação tempo-

dependente já que o uso prolongado mostrou inibir gradativamente a atividade 

bioquímica de FAT e FART nas glândulas submandibulares. 

Os resultados deste estudo mostram que o alcoolismo crônico em 

animais está relacionado a um decréscimo significativo dos níveis de mucina. 

Houve redução nos dois períodos experimentais com maior discrepância aos 

105 dias, sugerindo que a redução das mucinas na glândula submandibular se 

acentua com o uso prolongado da substância alcoólica. 

Semelhante às fosfatases, a redução dos níveis de mucina pode ser 

considerado um efeito da toxicidade do alcoolismo comprometendo a função 

bioquímica da glândula na síntese ou secreção de mucinas. Os mecanismos 

exatos não foram elucidados, porém em estudos in vitro com células de 
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glândulas salivares tratadas com etanol foi demonstrado que o etanol afeta a 

síntese das mucinas ao inibir as enzimas responsáveis pela sua produção (19, 

54). 

É possível observar o conjunto de comprometimentos bioquímicos que 

ocorreram na glândula submandibular pelos efeitos do consumo excessivo de 

aguardente de cana. Com a redução da mucina há provável falta das suas 

propriedades na saliva de alcoolistas e desta forma resultar na perda de sua 

total funcionalidade. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Diante do exposto, podemos concluir que o alcoolismo crônico 

decorrente do uso de aguardente de cana gera efeitos tóxicos importantes nas 

glândulas submandibulares. Os dados do presente trabalho revelam que 

animais expostos cronicamente ao álcool apresentaram sinais de degradação 

morfológica e funcional em comparação aos controles. Sendo assim, nossos 

achados suportam a hipótese de que a morfologia e função bioquímica da 

glândula são comprometidas pelo alcoolismo crônico e podem alterar 

composição e fluxo salivar.  
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8. ANEXOS 

Anexo 1 – Certificado do Comitê de Ética no uso de animais  
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Anexo 2 – Normas do periódico selecionado para envio 

http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)16000714/homepage/ForAuthors.h

tml 
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