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RESUMO

A injecdo intraglandular de toxina botulinica tipo A (BTX-A) nas glandulas submandi-
bulares € considerada clinicamente uma ferramenta terapéutica eficaz para o
tratamento da sialorreia. Porém, sdo poucos os dados na literatura que discutem sua
influéncia sobre o tecido glandular, saliva e microbiota oral, assim como seu
metabolismo sistémico. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi mensurar os
eletrdlitos da saliva e soro sanguineo, verificar as proteinas salivares, realizar o
diagndéstico micologico da cavidade oral de ratas e seu perfil de sensibilidade in vitro
a antifangicos, analisar a bioquimica sérica, proceder com o estudo histopatologico
dos figados e rins, além de observar a presenca de apoptose através da técnica de
TUNEL e as caracteristicas histologicas do parénquima dos complexos
submandibulares-sublinguais de ratas tratadas com inje¢ao intraglandular BTX-A.
Foram utilizadas ratas Wistas, divididas em cinco grupos: grupo controle (n = 7), sem
guaisquer tratamentos; grupos BTX-A 12 dias (n = 7) e 35 dias (n = 6), cujas glandulas
submandibulares dos complexos submandibulares-sublinguais direitos receberam
injecdo de 2,5 U BTX-A (Prosigne®), com amostras analisadas 12 e 35 dias apos a
aplicacao; grupo GEL 12 dias e GEL 35 dias (n = 6 animais cada), cujas glandulas
salivares direitas receberam injecdo de 0,125 mg gelatina de origem bovina, e com
parametros analisados 12 e 35 dias apés o tratamento, respectivamente. Os dados
coletados foram submetidos a analise estatistica. A BTX-A promoveu uma atrofia dos
acinos serosos com vacuolizacdes citoplasmaticas. O aparecimento de apoptose foi
mais evidente nos grupos tratados com BTX-A e analisados com 12 dias. Os
linfonodos dos grupos tratados com BTX-A apresentaram reatividade. Observou-se
poucas alteragBes nas proteinas e ions salivares. Os fungos dos géneros Candida
spp. e Aspergillus spp., se comportaram como oportunistas nos grupos tratados com
BTX-A, além de serem resistentes aos agentes antifiUngicos testados. Verificou-se

alteracdes histopatologicas nos rins, porém sem alteracées hepaticas.

Palavras-Chave: glandula submandibular; toxina botulinica tipo A; sialorreia; microbi-
ota; saliva; apoptose; eletrélitos; proteinas salivares; bidpsia de linfonodo sentinela;

infeccdes fungicas; toxicologia



ABSTRACT

Intraglandular injection of botulinum toxin type A (BTX-A) into the submandibular
glands is clinically considered an effective therapeutic tool for the treatment of
sialorrhoea. However, there are few data in the literature that discuss its influence on
the glandular tissue, oral saliva and microbiota, as well as its systemic metabolism.
Thus, the objective of the present study was to measure salivary and serum serum
electrolytes, to verify the salivary proteins, to perform the mycological diagnosis of the
oral cavity of rats and their profile of sensitivity in vitro to antifungals, to analyze the
serum biochemistry, to proceed with the histopathological study of the livers and
kidneys, in addition to observing the presence of apoptosis through the TUNEL
technigue and the histological characteristics of the submandibular-sublingual complex
parenchyma of rats treated with BTX-A intraglandular injection. Wistar rats were
divided into five groups: control group (n = 7), without any treatments; BTX-A groups
12 days (n = 7) and 35 days (n = 6), whose submandibular glands of the right
submandibular-sublingual complexes received 2.5 U BTX-A (Prosigne®), with
samples analyzed 12 and 35 days after application; and GEL groups 12 and 35 days
(n = 6 animals each), whose right salivary glands received injection of 0.125 mg gelatin
of bovine origin, with parameters analyzed 12 and 35 days after treatment,
respectively. The data collected were submitted to statistical analysis. BTX-A promoted
atrophy of serous acyles with cytoplasmic vacuolations. The appearance of apoptosis
was most evident in the BTX-A treated groups and analyzed at 12 days. The lymph
nodes of the BTX-A treated groups showed reactivity. There were few changes in
salivary proteins and ions. Fungi of the genres Candida spp. and Aspergillus spp.,
Behaved as opportunists in the groups treated with BTX-A, besides being resistant to
the antifungal agents tested. Histopathological alterations in the kidneys were verified,

but without hepatic alterations.

Keywords: submandibular gland; botulinum toxin, type A; sialorrhea; microbiota; sa-
liva; apoptosis; electrolytes; salivary proteins; sentinel lymph node biopsy; mycoses;

toxicology
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1. INTRODUCAO

O termo sialorreia, ou hipersalivacdo, refere-se a um aumento excessivo na
secrecao e fluxo salivar ou acumulo de saliva na cavidade oral com escape salivar,
considerado fisiolégico e comum em criancas de 15 a 18 ou 24 meses de idade,
devendo desaparecer com o desenvolvimento neuromuscular da crianca. Todavia,
apos os 4 anos de idade, € considerado anormal ou patologico (AUGUSTO e PEREZ,
2006; MATO et al., 2010; FAIRHURST e COCKERILL, 2011; KHADIVI et al., 2013).

A sialorreia é um sinal clinico que afeta crian¢as ou adultos e acompanha varias
patologias de acometimento neurolégico (motor e/ou mental), como esclerose lateral
amiotrofica (ELA) ou doenca do neurdnio motor (DNM) (YOUNG et al., 2011; ZLOTNIK
et al., 2015); doenca de Parkinson (PD ou DP); paralisia cerebral (PC) ou leséo cere-
bral (LC) (KHADIVI et al., 2013); entre outras.

A sialorreia acomete aproximadamente 70% dos pacientes que apresentam re-
tardo do desenvolvimento neuropsicomotor (RDNPM) (COSTA e FERREIRA, 2008).
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2011; WHO, 2013), mais de 1 bi-
Ihdo de pessoas vivem com algum tipo de deficiéncia em todo o mundo, nas quais
estdo incluidas, por exemplo, DP, ELA e LC. No Brasil, o Censo Demografico reali-
zado em 2010, revelou que mais de 45 milh&es de brasileiros possuem algum tipo de
deficiéncia, sendo que cerca de 13 milhdes apresentam algum tipo de deficiéncia mo-
tora e 2,5 milhdes com desordens mentais, em graus variados (IBGE, 2010). Em

muitas destas desordens, a sialorreia pode estar presente como sinal clinico.

O excesso de saliva pode levar a problemas funcionais, sociais e psicoldgicos
(SILLANPAA et al., 2015). Pode-se encontrar queilite, Glceras perioral com infecgbes
secundarias, sujidade de roupas, com o isolamento social (KHADIVI et al., 2013;
HEFFERNAN e ADIL, 2015). Problemas de nutricdo, sono e fonagcdo podem estar
presentes, assim como asfixia e estertores (SIMONE, EISENCHLAS, JUNIN, 2006),
riscos de infec¢Oes pulmonares, inclusive pneumonia aspirativa (ZELLER et al., 2012),
aumentando a morbidade e mortalidade (REDDIHOUGH e GRAHAM, 2011), gerando

um grande impacto e diminuindo na qualidade de vida dos pacientes.

Existem varias formas de tratamento para a sialorreia com o objetivo de reduzir

os problemas causados pelo excesso de fluxo salivar (MATO et al., 2010). Porém, a



32

maior parte dos tratamentos sdo muito invasivos ou trazem efeitos colaterais graves,
ou ainda podem néo ser eficiente para casos moderados e severos. Desta forma, a
toxina botulinica (BTX), comecou a ser experimentada na sialorreia, com bons
resultados, sendo uma técnica de tratamento local, pouco invasivo e reversivel, capaz
de deprimir a atividade secretora das glandulas salivares (paralisia heurossecretora),

diminuindo o fluxo salivar e melhorando os sinais clinicos da hipersalivacgéo.

Ensaios clinicos randomizados placebo-controlados em pacientes mostraram
qgue a aplicacéo intraglandular de BTX € uma terapia clinica segura e eficaz e que
melhora a sialorreia e qualidade de vida dos pacientes (GOMES-CARAVACA et al.,
2015; MALCHER et al., 2015; ALVARENGA et al., 2016), independe do acometimento
neuroldgico do paciente (MAHADEVAN et al., 2016), porém os dados a longo prazo
ainda sao limitados (VASHISHTA et al., 2013). Determinar um papel mais preciso
entre as diferentes formulagbes de BTX € extremamente importante, pois existem
pontos fracos na literatura, fazendo com que haja a necessidade de novos estudos

para determinar o uso da BTX na sialorreia, assim como possiveis efeitos colaterais.

Ainda ndo ha consenso final na comunidade cientifica sobre a eficacia, segu-
ranca e utilidade da BTX-A em diversas patologias (CORTES-MONROY e SOZA,
2014). Apesar de relevante, na literatura médica sdo escassos 0s estudos que estédo
voltados para o mecanismo de acao da toxina botulinica tipo A em glandulas salivares,
bem como sobre a eficiéncia do estabilizante da toxina (gelatina de origem bovina).
Diante disso, faz-se necessario estudos experimentais que supram a caréncia de evi-
déncias sobre avaliacéo estrutural do tecido glandular sob acdo da BTX-A, bem como
maior detalhamento da composicédo da saliva secretada apds a intervencdo com a
droga, da microbiota fangica oral do paciente e mecanismos de excrec¢do da droga,
proporcionando subsidios para o entendimento dos profissionais que podem utiliza-la
na aplicagédo clinica como recurso no tratamento da sialorreia, contribuindo direta-
mente para a confiabilidade em prescrever seu uso para 0S pacientes com

hipersalivacéao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Histologia da Glandula Submandibular de Ratos e de Humanos

As glandulas salivares sdo um conjunto de glandulas exdcrinas e merocrinas,
cujo produto de secrecéo fluem para a cavidade oral (FERRARIS e MUNOS, 2006).
Ja se especulou fungdes enddcrinas, a expressao e secrecao de varios de fatores de

crescimento celular da glandula parotida (AMANO et al., 2012).

A arquitetura das glandulas salivares nos mamiferos é constituida por dois
elementos principais: o tecido glandular secretor (parénquima glandular ou porcéo
“funcional”’) e o tecido conjuntivo de suporte (estroma glandular). O complexo
parénquima é formado por um grupo de células de formato piramidal, as células se-
cretoras, que juntam formam uma estrutura de formato esférico ou tubular, de fundo
cego, denominados de adenémeros (unidades secretoras terminais) ou simplesmente
acinos. Os acinos sao formados por células serosas ou mucosas, ou ainda, por uma
combinacdo de ambos os tipos, desta forma, um acino pode ser seroso, mucoso ou
misto, e vertem seus produtos de secre¢éo para um sistema de ductos excretores. O
conjunto de ductos excretora € formado por um sistema sequencial de ductos que
comecam em bolsas de fundos cegos (os acinos), vao unindo-se progressivamente
(ductos excéntricos) até originar um ducto de maior calibre, que ao final deixa a glan-
dula salivar para se abrir na cavidade oral, a semelhanga de um cacho de uvas
(MELVIN et al., 2005; AMANO et al., 2012).

Os ramos terminais do sistema ductal (ductos intercalares), se ramificam para,
geralmente, encontrar de trés a cinco acinos, reunidos como lébulos truncados a partir
de um hilo ductal comum. Cada acino se comunica com um ducto intercalar primario,
gue ao se unir com os ductos intercalares primarios, formam o ducto intercalar secun-
dario (ou proximais) (BROCCO e TAMARIN, 1979). O estroma sustenta e da passa-
gem as redes vasculares e neuronais, que juntos atuam para produzir e secretar a
saliva (LOMBAERT et al., 2017).

Com base nisso, estruturalmente as glandulas salivares séo classificadas como

tubuloacinares compostas, sendo que as glandulas submandibulares sao ditas como



34

tubuloacinares seromucosas, por causa do tipo de acino e a secrec¢do produzida. Os
acinos podem conter entre 15 e 100 células, circundada por uma lamina basal espon-
josa (que é continua com a lamina basal do sistema ductal). Os espacos
interparenquimatosos (interacinares) sao preenchidos por tecido conjuntivo frouxo
(estroma de tecido conjuntivo intersticial), com poucas fibras colagenas, fibras reticu-
lares e muitos capilares sanguineos, envolvendo os &cinos e ductos (intralobulares).
Ja o estroma que envolve grupos de acinos formando I6bulos glandulares, e a glan-
dula como um todo, formando uma capsula conjuntiva, possui fibras colagenas de
varios diametros (WATANABE et al., 2007; KONTTINEN et al., 2010).

A unidade histofisiolégica minima do parénquima glandular denomina-se sia-
lona, que compreende uma peca secretora (adenbmeros ou acino) e as porcdes
ductais que modificam a saliva destes adendmeros (FERRARIS e MUNOS, 2006).

As glandulas submandibulares com caracteristicas de maturidade se apresen-
tam constituidas por &cinos volumosos e condensados. Em humanos, estas glandulas
Sao mistas por possuir trés tipos de unidades secretoras (semorosos, mucosos e mis-
tos). Os &cinos diferenciam-se entre si pelo tipo de saliva produzida, pela estrutura
que apresentam e pelos seus granulos secretores (FERRARIS e MUNOS, 2006;
AMANO et al., 2012). Em roedores glandula submandibular possui apenas acinos
serosos; ja as glandulas sublinguais e parétidas sdo formadas por &cinos mucosos e
serosos, respectivamente (PINKSTAFF, 1980; AMANO et al., 2012).

Os acinos serosos costumam ser mais esféricos, mas evidenciam grande di-
versidade de tamanhos e sdo predominantes em relacdo aos acinos mucosos, de
formato mais tubular (KATCHBURIAN e ARANA-CHAVES, 2012). J& nos 4cinos mis-
tos, as células serosas se organizam a semelhanca de um capuz ou uma meia lua
externa as células mucosas, conhecida como meia lua serosa ou semilua serosa ou
crescente de Gianuzzi (FERRARIS e MUNOS, 2006; DELPORTE, BRYLA, PERRET,
2016). Na verdade, as semiluas serosas sao formadas por conta do método de fixagao
guimica do tecido, pois, na realidade, as células serosasestao localizadas entre as
células mucosas (YAMASHINA, TAMAKI, KATSUMATA, 1999). Em ratos, as semiluas

séo observadas nas glandulas sublinguais (AMANO et al., 2012).

Em tecidos corados pela hematoxilina e eosina (HE), 0os acinos serosos sao
constituidos por células de formato piramidal, com &pice estreito circundando um es-

treito limen central, e estdo repousadas em uma delgada lamina basal. Possuem
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citoplasma espumoso (aparéncia granular) com granulos mais acidofilos na regiao
apical, pois ai se encontram numerosos granulos de zimogénio refratarios (ou cimoé-
geno com cerca de 1 um de didmetro, granulos secretérios eletrodensos). No terco
basal, bastante basofilo devido a abundancia de reticulo endoplasmatico rugoso
(REG, RER ou ergastoplasma), encontram-se seus nucleos volumosos e esferoides,
com cromatina frouxa e nucléolos evidentes na maioria das vezes. Ocasionalmente
pode-se observar algumas células binucleadas. Ultraestruturalmente, o complexo de
Golgi supra-nuclear é bastante desenvolvido, do qual brotam granulos pequenos e
imaturos, que posteriormente, a medida que se deslocam em direcao apical, se tor-
nam granulos secretores maduros. Posuem quantidade moderada de mitocondrias,
alguns lisossomos, tonofilamentos e microtabulos (LEESON, 1956; LEESON e
JACOBY, 1957; TAMARIN e SREEBNY, 1965; COPE e WILLIAMS, 1974; BARBOSA
e TAGA, 1997; MOHAMED, ELNEGRIS, WAHDAN, 2015).

Numerosos canaliculos estreitos que se abrem na luz dos &cinos, podem ser
visualizados entre as células. Estas células projetam para a luz dos canaliculos e dos
acinos, poucas e baixas microvilosidades. Préximo ao apice das células acinares,
como meio de unido, existem complexos juncionais formados por juncdes firmes ou
estreitas (tight-junctions), zonas de adeséao (zonulas adherens), juncdes de oclusdo
(zonula occludens) e desmossomos (maculae adherens). Além disso, possuem gap-
junctions para intercomunicagao. A localizagdo destes complexos juncionais depen-
dem da presenca ou auséncia dos canaliculos intercelulares, que mantém as células
unidas e previne o escoamento do conteldo da luz para os espacos intercelulares.
Dessa forma hé clara a presenca de uma polarizacao bem definida nas células acina-
res, com um dominio apical, relacionado a secrecdo dos componentes salivares e
intercambio i6nico; e um dominio basolateral, no qual ocorrem diferentes intercambios
entre a célula e o estroma conjuntivo (TAMARIN e SREEBNY, 1965; FERRARIS e
MUNOS, 2006; SANIOTO et al., 2013).

Os granulos secretores das células serosas podem conter amilase, peroxidase,
lactoperoxidases, ribonucleases, desoxirribonucleases, lisozimas, lipases, fator de
crescimento nervoso, fator de crescimento epidérmico, mucinas e outros produtos. O
ritmo de secrecédo é descontinuo e por conta disso, as células serosas podem se apre-

sentar de acordo com o estado funcional em que se encontram (FERRARIS e
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MUNOS, 2006). As células serosas costumam ser mais sensiveis a estimulos exter-
nos, do que as células mucosas (BRALIC et al., 2005). Normalmente, os granulos de
secrecdo serosos possuem grande diametro, embora com forma irregular. Mas em
glandula submandibular de ratos, os granulos de secrecdo serosa apresentaram dife-
rentes tamanhos e formas (D'AVOLA et al., 2006).

As células dos acinos mucosos, por sua vez, em cortes histologicos corados
por hematoxilina e eosina (HE), também possuem formato piramidal, como polos api-
cais e basais, sendo volumosas, e formando tubulos mucosos volumeosos e
alongados, mas que convencionou-se chamar de acinos mucosos, e com possuem
citoplasma claro (palido) devido a falta de afinidade dos corantes com a substéancia
mucindgena (mistura de diversas mucossubstancias ricas em glicoproteinas denomi-
nadas mucinas, conjugadas a carboidratos complexos) sintetizadas e armazenadas
em seus citoplasmas, para posterior secrecdo. Seus nucleos também se localizam
proximo a base da célula e possuem cromatina densamente distribuida, e tendem a
ser mais achatados devido a compreensdo contra a membrana basal imposta pelos
granulos do citoplasma (FERRARIS e MUNOS, 2006).

Ultraestruturalmente, na microscopia eletrénica de transmissao (MET), as cé-
lulas mucosas apresentam um aparelho de Golgi bastante evidente, além de
numerosos granulos secretores esféricos e isolados com aparéncia palida. O pouco
REG esta confinado a uma estreita faixa préximo a base da célula, juntamente com
as algumas mitocéndrias. Os nucleos celulares apresentam-se redondos e central-
mente localizados, contradizendo o que se observa na microscopia Optica
convencional. Tal fato se explica pelo tipo de fixagcéo, pois nos fixadores convencionais
para microscopia Optica, os granulos mucosos sofrem alteracdes que acabam acha-
tando os nucleos e deslocando-os para posicéo basal. Os canaliculos intercelulares
s&o menos desenvolvidos (FERRARIS e MUNOS, 2006).

Associados em alguns acinos mucosos, pode-se distinguir pequenos grupos de
células serosas (com citoplasma bem corado eosinofilicamente) formando a semilua
serosa, geralmente localizadas nas por¢des mais distais dos acinos mucosos, organi-
zada como um capuz ou casquete, compondo um acino misto. Para alguns autores, a
secrecdo destas semiluas serosas chegariam até o [limen dos acinos através de ca-
naliculos intercelulares. Mas outros autores descreverem que estas células serosas

alinham-se no mesmo nivel das células mucosas, compartilhando um lamen comum,
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e, dessa forma, ndo deixando nenhuma estrutura semilunar (YAMASHINA, TAMAKI,
KATSUMATA, 1999; FERRARIS e MUNOS, 2006; AMANO et al., 2012).

A luz de cada acino é continua com a luz do sistema ductal. Em humanos exis-
tem trés segmentos distintos de ductos excretores, com niveis de organizacao
histologica caracteristicos para cada uma destas partes. O primeiro segmento, que
tem comunicacao direta com a luz dos acinos, sado os ductos intercalares (ou pecas
intercalares de Boll), seguindo pelos ductos estriados e pelos ultimos ductos, que sdo
0s ductos excretores, 0s quais iniciam seus trajetos ainda no interior dos lobulos das
glandulas salivares (ductos excretores intralobulares), atingem os septos de tecido
conjuntivo (ductos excretores interlobulares) e se dirigem em direcdo a cavidade oral,
ondem se fundem ao epitélio oral estratificado pavimentoso, os quais funcionam como
ductos coletores apenas de passagem, relativamente inertes (MELFI e ALLEY, 2010;
AMANO et al., 2012; SANIOTO et al., 2013). As células dos ductos podem ser distin-
guidas pelo seu citoplasma claro e nudcleos redondos ou ovais de cromatina
perinuclear menos conspicuas (YOHRO, 1970). Ja em roedores, o sistema ductal é
composto pelos ductos denominados na sequéncia que se segue a partir do 4cino de
ductos intercalares, ductos granulosos, ductos estriados, ductos excretores (intralobu-
lar e interlobular) e o ducto excretor principal (AMANO et al., 2012).

Varios acinos estao ligados a uma ramificacdo de ductos intercalares, com pa-
redes formadas por uma Unica camada de células epiteliais, geralmente cubicas, com
nacleos proeminentes centralmente localizados devido a escassez de citoplasma e de
dificil visualizacdo em glandulas adultas. O ducto intercalar € o menor em secgao
transversal e 0 mais préximo dos acinos, se originando a partir de cada acino, podendo
ser ramificados. Nas preparacoes histolégicas ele € visto comprimido entre as sec¢des
dos acinos (JACOBY e LEESON, 1959; BARBOSA e TAGA, 1997).

Ultraestruturalmente observa-se na célula do ducto intercalar membranas api-
cal e basal lisas, unidas principalmente por desmossomos. Seu citoplasma apresenta
pouco desenvolvimento das organelas, como algumas cisternas de REG localizados
na regidao basal, complexo de Golgi supra-nuclear e pode apresentar pequenos
granulos que contém proteinas. As células dos ductos intercalares podem agir como
células tronco, podendo se diferenciar em células acinares, mioepiteliais ou estriadas.
Nas glandulas submandibulares, os ductos intercalares sdo especialmente curtos
(FERRARIS e MUNOS, 2006).
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Os ductos estriados, geralmente longos, mais abundantes, com luz mais ampla,
com nucleo posicionado apicalmente, originados pela unido de dois ou mais ductos
intercalares, forma o segmento mais ativo do sistema ductal. S&o formados por células
colunares, cilindricas ou cubicas altas, com membrana apical apresentando pequenas
microvilosidades projetadas para a luz do ducto e membrana adluminal ou basal, ad-
jacente a lamina basal, apresenta multiplas dobras verticalmente alinhadas (longas
estrias) e intercaladas com uma grande quantidade mitocondrias filamentosas organi-
zadas paralelamente entre as invaginacdes das pregas, envolvidas no transporte ativo
de ions neste segmento de ductos, com uma grande quantidade de citoplasma mar-
cadamente aciddfilo. As pregas basais se interdigitam com as pregas das células
vizinhas, formando um labirinto basal que é um aspecto tipico dos epitélios que inter-
vém no transporte ativo. As estriacdes basais sdo especialmente mais desenvolvidas
nas glandulas submandibulares humanas. Seu citoplasma apresenta REG e complexo
de Golgi pouco desenvolvidos, além de alguns tubulos do reticulo endomplasméatico
liso (REL ou REA) de localizagéo apical. Também se observa no terco apical do cito-
plasma, principalmente na glandula submandibular, pequenos granulos secretores de
densidade moderada, contendo fator de crescimento epidérmico e calicreina, porém
em pequena quantidade na espécie humana. Existem, também, lisossomos, peroxis-
somos, filamentos do citoesqueleto, ribossomos livres e uma quantidade moderada
de glicogénio. Estas células também estdo unidas por desmossomos e outros com-
plexos de unido (TAMARIN e SREEBNY, 1965; FERRARIS e MUNOS, 2006; AMANO
etal., 2012; SANIOTO et al., 2013). Granulos de coloracao clara na regiao apical des-
tas células que expressam marcadores histoquimicos para endocitose e transcitose
da imunoglobulina secretor (IgA) a partir da regiao basolateral para apical (PROCTOR
e CARPENTER, 1998; TANDLER et al., 2001).

Posteriormente, os ductos estriados unem-se uns aos outros para formar os
ductos excretores intralobulares, que por sua vez formam os ductos excretores extra-
lobulares ou interlobulares, os quais caminham nos septos conjuntivos que separam
os I6bulos glandulares, que aumentam de diametro progressivamente. Inicialmente
sao formados por células colunares; sequencialmente, sua parede comeca a adquirir

maior quantidade de camadas de células epiteliais poligonais e tornam-se os ductos



39

excretores principais que se abrem na cavidade oral, com células cubicas apresen-
tando nucleo localizado na regido central e citoplasma acidéfilo (D'AVOLA et al., 2006;
FERRARIS e MUNOS, 2006; SANIOTO et al., 2013).

Estes ductos iniciam-se formados por um epitélio cilindrico simples de cito-
plasma eosindfilo, com poucas estriacdes basais que desaparecem gradualmente.
Posteriormente v&o confluindo com outros ductos excretores, vdo aumentando de ta-
manho e o epitélio se converte paulatinamente em pseudoestratificado, onde pode-se
encontrar algumas células caliciformes intercaladas. Posteriormente ficam biestratifi-
cado e a medida que se aproxima da boca, passa a ser estratificado, formado por
epitélio estratificado pavimentoso. S&o impermeaveis a agua, contribuindo para a ma-
nutemcdao hipoténica da saliva. Alguns autores distinguem células claras e escuras
nos ductos excretores, sendo que as células escuras apresentam invaginacées ou
pregas menos desenvolvidas na membrana basal. As células claras estariam envolvi-
das na primeira linha de defesa da cavidade oral, tendo a fung&o de produzir e secretar
proteinas, tais como CC10 e CC26 (FERRARIS e MUNOS, 2006).

Em roedores, além destes ductos, nas glandulas submandibulares, a época da
maturidade sexual, os ductos estriados sofrem uma modificagdo no segmento proximo
aos ductos intercalares, formando os ductos granulosos (granulares, serosos, convo-
lutos ou contorcidos), bastante sinuosos (JACOBY e LEESON, 1959; TAMARIN e
SREEBNY, 1965; BARBOSA e TAGA, 1997).

Estes ductos granulosos possuem um trajeto complexo, sdo mais compridos e
mais volumeosos, bem ramificados, com segmentos tortuosos, bifurcados e trifurca-
dos, e tendem a fazer curvas sigmoides severas, quanto que os ductos estriados
tendem a seguir um trajeto reto por longas distancias (BROCCO e TAMARIN, 1979;
TAGA, ACHOA, PARDINI, 1994). S&0 ainda maiores e mais NUMEerosos No sexo mas-
culino, no qual a glandula submandibular € maior em relacéo a proporgéo do corpo do
animal, quando comparada com a fémea (BROWN-GRANT e TAYLOR, 1963).

Na preparacéo histologica, as secc¢des dos ductos granulosos sao visualizadas
entre os acinos serosos (BRALIC et al., 2005), com varia¢gfes de intensidade de colo-
racdo, sendo bastante desenvolvidos e predominam sobre os demais (em maior
guantidade), com limen amplo e regular. S&o formados por células bem desenvolvi-
das, fortemente aciddfilas, cilindricas altas com citoplasma vesiculoso, nucleos

grandes, elipsoides e com cromatina frouxamente distribuida, dispostos no polo basal,
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onde se Vvé estrias basais remanescentes das células estriadas, porém mais curtas e
inconstantes. O citoplasma apresenta, nos seus dois tergos superiores (supranuclear),
grande quantidade de granulos secretores acidofilos esféricos (granulos eletrodensos,
de secrecdo serosa), de tamanhos e quantidades variaveis. Estes granulos podem ser
encontrados dentro do lumen, ap6s a descarga das células (JACOBY e LEESON,
1959; TAMARIN e SREEBNY, 1965; BARBOSA e TAGA, 1997; AMANO et al., 2012).

Os granulos destes ductos contém uma variedade de polipeptidios biologica-
mente ativos, tais como fatores de crescimento celular e horménios, sendo exocitados
em resposta a estimulos neurais e hormonais (AMANO et al., 2012). S&o profunda-
mente afetados as variacdes hormonais, como por exemplo, a testosterona
(TAMARIN e SREEBNY, 1965; PINKSTAFF, 1980; BARBOSA e TAGA, 1997).

Entre a membrana plasmatica basal e lamina basal, envolvendo todos acinos e
ductos intercalares em intervalos regulares, existem as células mioepiteliais (ou célu-
las em cesta), do tipo dendriticas que abracam as unidades secretoras terminais.
Estas células possuem corpos fusiformes ou estrelados centrais, que abriga seu nu-
cleo achatado, e do qual emergem processos citoplasmaticos pontiagudos, alongadas
e ramificados, contendo filamentos de miosina, actina e proteinas relacionados, a se-
melhanca do musculo liso, e abracam os acinos e ductos intercalares a semelhanca
de um polvo. Porém as células que envolvem os ductos intercalares possuem corpo
mais alongado e menor numeros de expansfes citoplasmaticas (LEESON, 1956;
LEESON e JACOBY, 1957; TAMARIN e SREEBNY, 1965; TAMGADGE et al., 2013;
DELPORTE, BRYLA, PERRET, 2016).

Na verdade, as células mioepiteliais estédo associadas com 0s 4Cinos mais pro-
fundos da glandula, cobrindo em torno de 54% da sua superficie. Cada célula emite
guatro ou cinco ramos primarios, que se bifurcam duas ou trés vezes, produzindo, no
final, cerca de 20 a 40 processos terminais por célula. Os processos se unem a pro-
cessos de outras células mioepiteliais proximas, por desmossomso, formando uma
especie de rede na superficie do acino. Também estabelecem jung¢des gap e hemi-
desmossos com a lamina basal (BROCCO e TAMARIN, 1979). Estéo relacionadas
com funcdes contrateis, ajudando na excrecéo da saliva primaria do acino para o sis-
tema ductal, e ao longo das primeira por¢des do sistema ductal; ajuda na ruptura das
células acinares repletas de secrec¢éo; contracado e ampliagdo do didmetro dos ductos

intercalares, diminuindo ou aumentando a sua resisténcia ao escoamento; impedem
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o acumulo de secrec¢do no interior das células secretoras; suporte para a célula secre-
tora; produzem parte da membrana basal;, e acelera o fluxo de saliva. Recebem

inervacdes tanto simpaticas como parassimpaticas (TAMGADGE et al. 2013).

Da céapsula conjuntiva periférica, delgada e constituida por tecido conjuntivo
denso fibroso, sustenta e envolve o parénquima glandular, protegendo-o, e da qual
partem septos conjuntivos que dividem a glandula em lobos maiores que séo subdivi-
didos em lobulos. Os septos sdo formados por tecido conjuntivo semidenso (mais
celular) (JACOBY e LEESON, 1959; LORBER, 1991; MELFI e ALLEY, 2010). No in-
terior de cada l6bulo, o estroma tem como componente celular os fibroblastos,
adipdcitos, plasmacitos secretores de imunoglobulinas (ao redor ductos intralobula-
res), mastocitos, macréfagos e numerosos linfécitos, que pode, inclusive, migrar
através do epitélio ductal (BOGART e LEMOS, 1973; FERRARIS e MUNOS, 2006).

Através dos septos conjuntivos, 0 suprimento sanguineo (com capilares peri-
ductais, capilares periacinares), vasos linfaticos e fibras nervosas (simpéticas e
parassimpaticas) chegam a todo o parénquima glandular (TAMARIN e SREEBNY,
1965; BOGART e LEMOS, 1973; D'AVOLA et al., 2006). Os ductos excretores maiores
sao rodeados por uma quantidade relevante de tecido colagenoso, com vasos san-
guineos de maior calibre e feixes de ax6nios do sistema nervoso autbnomo (LOBER,
1991). Feixes de axo6nios revestidos pelas células de Schwann sdo abundantes no
tecido conjuntivo, cursando juntamente com 0s vasos sanguineos. Porém perto dos
acinos, mantém relacdes com as células acinares em depressoes rasas na base das
células, e com nos ductos intercalares que sdo densamente inervados. Ax6nios rodea-
dos apenas por membrana basal s&o vistos frequentemente nos espacos do tecido

conjuntivo proximo aos ductos intercalares (YOHRO, 1971).

Como envelhecimento foram observadas mudancas histologicas, como
diminuicdo do parénquima glandular, em termos de volume, e aumento do estroma.
Ha, aproximadamente, uma diminuicdo do volume acinar de 20% a 40% para as
glandulas parétida e submandibular, aumentando-se a area ocupada por gordura e

tecido fibroso. No sistema ductal ndo foram notadas mudancas (SREEBNY, 2000).

Além disos, em roedores, existe um evidente dimorfismo sexual observado na
estrutura das glandulas salivares submandibulares (CARAMIA, 1966a; JAYASINGHE,
COPE, JACOB, 1990) e das sublinguais (LIMA et al., 2004). Os hormdonios da tireoide
e hipdéfise tém sido implicados nas modifica¢des estruturais e funcionais das glandulas
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salivares. Receptores de estrogénio estdo presentes nas glandulas parétidas e sub-
mandibulares e estes hormbnios sexuais podem influenciar na estrutura histolégica
da glandula, através de apoptose, relacionado com o envelhecimento (RAHNAMA et
al., 2004; MOHAMED, ELNEGRIS, WAHDAN, 2015). Ha reducéao no fluxo salivar de
glandulas submandibulares e sublinguais com o aumento da idade e reducao nos ni-
veis de producdo de estrogénio, pois os horménios esteroides sexuais também
regularem o crescimento, a diferenciacao e a funcéo das células em tecidos néo re-
produtivos e seus niveis baixos levam a mudancas troficas em muitos 6rgaos,
incluindo glandulas salivares (VALIMAA et al., 2004, MOHAMED, ELNEGRIS,
WAHDAN, 2015). Outra hipotese, seria uma agéo indireta sobre as glandulas através
da sua vascularizacéo, pois o0 estrogénio regula o equilibrio entre as influéncias vaso-
constritoras e vasodilatadoras dependentes do endotélio, possivelmente através de
sua acao especifica sobre o 6xido nitrico (NO) e as vias dependentes de prostaglan-
dina (PG2) (SMITH et al., 2009). Em machos, também foi relatado mudancas na
estrutura histologica de glandulas submandibulares de camundongos, apds a castra-
céo, como reducdo em volume dos ductos intercalares e diminuicdo do namero de
granulos secretdrios (CARAMIA, 1966b).

2.2. Localizacdo e Anatomia da Glandula Submandibular de Ratos

Em roedores os pares de glandulas submandibulares e sublinguais estao as-
sociadas formando wuma estrutura atualmente denominada de complexo
submandibular-sublingual (SSC), localizadas na regido cervical anterior ou ventral,
préximas uma da outra e entre os linfonodos submandibulares e o 0sso esterno
(JACOBY e LEESON, 1959; BROCCO e TAMARIN, 1979; LORBER, 1991; AMANO
etal., 2012; CECCHINI et al., 2013). Quando isoladas, a glandula submandibular apre-
senta-se como forma de uma améndoa compacta, com margens regulares, enquanto
gue a glandula sublingual possui a forma de uma lente (SBARBATI et al., 1994;
CECCHINI et al., 2013).

O complexo submandibular-sublingual € encapsulado por uma fascia cervical

comum. Porém os ductos excretores de ambas as glandulas correm separados e
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abrem-se em locais distintos da cavidade oral do animal. A glandula sublingual ocupa
a regiao laterorrostral (laterossuperior) da glandula submandibular, sendo que as mar-
gens rostrais de ambas as glandulas limita os linfonodos submandibulares
(SBARBATI et al., 1994; AMANO et al., 2012; CECCHINI et al., 2013).

A glandula submandibular situa-se inferiormente (ventral) e glandula parétida,
que é ligeiramente maior. E é adjacente a glandula sublingual, que est4, como dito
anteriormente, mais anteriormente sobrejacente (CECCHINI et al., 2013). Na regido
cervical ventral, o complexo glandular esta recoberto topograficamente, do plano teci-
dual mais superficial pela pele do animal, tecido adiposo subcutaneo e dois planos de
tecido muscular separados por tecido conjuntivo (SBARBATI et al., 1994). O ducto
excretor principal da glandula submandibular passa pelo ducto da glandula sublingual

e, as vezes, podem se confluir antes de desembocar na boca (PROCTOR et al., 2007).

Em animais perfundidos com uma solucéo fixadora, fica evidente a diferenca
de tonalidade entre ambas as glandulas (AMANO et al., 2012). As duas glandulas séo
separadas por uma fina camada de tecido conjuntivo, e apesar de formarem um com-
plexo, ambas possuem ductos excretores individualizados, que deixam as glandulas

por suas margens ou extremidades rostrais (SBARBATI et al., 1994).

A face ventral do complexo é convexa com uma elevacédo préxima da juncao
dos tercos rostral e médio, enquanto que a face dorsal é planificada, repousando so-
bre a laringe. A extremidade rostral € mais espessa ou romba, sendo o contrario na
extremidade caudal. Apenas a glandula submandibular alcanca a extremidade poste-
rior (caudal), tendo formato ovoide (LORBER, 1991; CECCHINI et al., 2013).

2.3. Fisiologia da Secrecao Salivar

De acordo com o modelo bem estabelecido de inervacéo das glandulas saliva-
res, a inervacdo motora, eferente visceral, é realizada pelas duas divisbes do sistema
nervoso autdnomo (SNA), parassimpético e simpatico, através dos neurotransmisso-

res acetilcolina (ACh) e a norepinefrina ou noradrenalina (NA), respectivamente,
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promovendo um processo chamado ligacao estimulo-secrecao, resultando na secre-
cédo constitutiva da saliva em qualquer condicao fisiologica. Tanto as células acinares,
guanto as células ductais, possuem receptores para estes neurotransmissores nas
suas membranas plasmaticas basolaterais (BAUM, 1993; FERRARIS e MUNOS,
2006; PROCTOR e CARPENTER, 2007; SANIOTO et al., 2013). Porém, uma divisao
do SNA pode estimular mais que a outra, modificando a composi¢cdo da saliva
(FERRARIS e MUNOS, 2006).

Nas células acinares estdo presentes receptores adrenérgicos (alfa — a; e beta
— B), estimulados pelo SNA simpatico; e receptores colinérgicos muscarinicos do tipo
M3, M1 e M5, estimulados através do SNA parassimpatico (TOBIN, GIGLIO,
GOTRICK, 2002; FERRARIS e MUNOS, 2006).

Na inervacdo secretornotora das glandulas salivares, tantos componentes
simpéticos como componentes parassimpaticos, influenciam na secrecéo salivar de
forma sinérgica (agem juntos), especialmente quando os niveis de estimulagdo sao
baixos. O SNA também controla o fluxo sanguineo através das glandulas salivares,
sendo importante na regulacdo da taxa de fluxo salivar (EMMELIN, 1987;
CARPENTER, PROCTOR, GARRETT, 2005). Os neurotransmissores (NA ou ACh)
funcionam como os primeiros mensageiros (ADRIENN, 2006).

No reflexo salivar, as células mioepiteliais também recebem inervacao das duas
divisbes do SNA, contraindo-as e, dessa forma, apoiam a secre¢do promovendo o
fluxo salivar em direcao ao ducto intercalar, e deste para o ducto estriado. A destruicéo
de um tipo de nervo, especialmente 0 nervo parassimpatico, pode levar a atrofia

glandular e supersensibilidade do parénquima glandular (EMMELIN, 1987).

A saliva é secretada continuamente por uma estimulacédo basal (saliva nao
estimulada); ou estimulagéo reflexa dos ramos simpaticos e parassimpéticos sobre 0s
adendémeros (saliva estimulada) (KONTTINEN et al., 2010). E produto de um processo
de secrecdo ativo. As células serosas produzem uma saliva primaria proteinacea
aguosa, rica em amilase salivar; enquanto que as células mucosas, produzem uma

saliva com glicoproteinas, ricas em mucina, mais viscosa (CALIL e TAMBELI, 2014).

A secrecao salivar envolve duas fases que envolvem tanto os adenémeros das

glandulas salivares (acinos), quanto o seu sistema ductal. A primeira fase é realizada
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pelos &cinos e produz a saliva primaria, isoténica quando comparada com a osmola-
ridade do plasma sanguineo; e a segunda fase, compreende as modificacdes sofridas
pela saliva, tornando-a hipoténica e ocorre no sistema ductal (CATALAN,
NAKAMOTO, MELVIN, 2009; MIRANDA-RIUS et al., 2015), entre a luz do ducto estri-
ado e a rede capilar periacinar, pela troca de troca de eletrdlitos a medida que flui
através do referido ducto (KONTTINEN et al., 2010).

Para atender a demanda do 6rgédo, as glandulas salivares tém elevado fluxo
sanguineo proporcional a taxa de formacao de saliva, podendo os vasos se dilatarem
para atender a alta taxa metabdlica (SANIOTO et al., 2013; COSTANZO, 2014).
Resumidamente, podemos dizer que a interacdo entre as células acinares, SNA e

vasos sanguineos é responsavel pela saliva que chega na cavidade oral.

O estimulo da secrecao salivar pode ser advindo de um complexo aprendizado
associativo, por diferentes estimulos sensoriais exdgenos, tais como visuais, auditivos
e olfativos; ou de forma incondicionada, por meio da chegada do alimento a cavidade
oral, que ativa mecanorreceptores e quimiorreceptores da mucosa orofaringea. Ja a
diminuicdo do fluxo salivar pode ocorrer mediante quadros de fadiga, sono, medo,

desidratacéo, patologias salivares, drogas, dentre outros (SANIOTO et al., 2013).

A ligacao do neurotransmissor com um receptor provoca na célula parenquima-
tosa o inicio a mecanismos precisos de transducao, gerando respostas de mobilizacédo
da agua (hidrocinética), e/ou secrecao de proteinas (proteocinética), e/ou inducéo de
sintese (sintética), ou ainda, a manutencdo do tamanho funcional normal (tréfica)
(FERRARIS e MUNOS, 2006), sendo que o bloqueio parassimpatico cronico leva a
atrofia dessas glandulas (SANIOTO et al., 2013).

Existem dois principais mecanismos de transducdo em células acinares das
glandulas salivares: (1) a geracdo de AMP (AMP ciclico); e (2) a hidrolise da PIP2
(fosfatidilinositol-4,5-bifosfato) (ADRIENN, 2006). A estimulacdo de receptores pro-
voca aumento intercelular de segundos mensageiros, 0s quais disparam eventos
adicionais que levam a resposta celular (FERRARIS e MUNOS, 2006).

A saliva serosa, secretada pelos acinos serosos, € formada por uma solucao
contendo baixo conteddo mucindégeno e rica em proteinas como a-amilase salivar (pti-
alina) e proteinas ricas em prolina, sendo uma secre¢cao mais aquosa. Porém muitas

destas proteinas sdo do tipo glicoproteinas, consideradas mucossubstancias, e por
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isto, alguns autores preferem chama-la de saliva seromucosa. J& uma saliva mais
mucosa, € mais viscosa e possui proteinas altamente glicosiladas denominadas de
mucinas (FERRARIS e MUNOS, 2006; NANCI, 2013; SANIOTO et al., 2013).

Dessa forma, fica claro que existe uma intima relacao entre o estimulo e a qua-
lidade da saliva. Porém, quando ambos os nervos sdo estimulados, ha uma
cooperacao entre os dois sistemas e aumento consideravel na quantidade de proteina
secretada na saliva (ANDERSON et al., 1994), da qual participam as células acinares
e as células ductais (PROCTOR e CARPENTER, 1998). Embora as células acinares
sejam as principais responsaveis pela producdo e secre¢do da saliva, ocorre um pe-
queno movimento de dgua nos ductos excretores (TEYMOORTASH et al., 2007).

A ACh logo ap0s exercer sua acao, sofre hidrolise pelas colinesterases (enzima
acetilcolinesterase — AChE), liberando acido acético e colina. Nesta hidrélise, que
ocorre na fenda sinaptica, cerca de 50% da colina produzida é recaptada pelo terminal
axoénico, e, posteriormente, é reutilizada para a biossintese de acetilcolina (COUSIN
et al., 2005). A atividade da enzima acetilcolinesterase depende da concentracédo de
seu substrato acetilcolina, e ambos variam de acordo com o grau de inervacao coli-

nérgica das glandulas exocrinas (ELLIES et al., 1999).

Além da regulacdo adrenérgica e colinérgicas, os axénios contém arranjos de
neuropeptidios, como polipeptideo intestinal vasoativo (VIP), substancia P, peptideo
de calcitonina gene-relacionado e neuropeptideo Y (também exercem efeito na vas-
cularizacao ao regular o fluxo sanguineo) que influenciam no metabolismo glandular.
Estes neuropeptidios nem sempre estdo presentes em ax6nios do mesmo tipo
(EKSTRON et al., 1996; NANCI, 2013). A auséncia de substancia P, por exemplo,

promove uma atrofia acinar (HISHIDA et al., 2016).

Outro mecanismo que pode influenciar a funcéo secretora das células acinares
€ o oxido nitrico (NO) (ADRIENN, 2006), produzido por nervos parassimpaticos, célu-
las endoteliais vasculares e células secretoras glandulares, estimulam a secrecéo da
producdo de guanosina monofosfato ciclica (GMPc) e liberam o Ca?* dos sitios de
armazenamento intracelular de células secretoras. Evidencias indicam que estes me-
canismos agem de acordo com as vias de sinalizagdo B-adrenérgica e muscarinica
colinérgica, aumentando ou modulando a secrecao de saliva (NANCI, 2013). Atua

como um neuromodulador vascular na regulagcéo de processos secretores especificos
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(ELLIES et al., 2006a; ELLIES et al., 2006b), assegurando fornecimento de sangue
durante a secrecédo de longo prazo (ADRIEN, 2006).

A enzima calicreina, que catalisa a producao de bradicinina a partir de proteinas
plasmaticas especificas, € um potente vasodilatador que eleva o fluxo sanguineo e a
taxa metabodlica das glandulas salivares. Esta enzima produzida nas células
mesenquimatosas € liberada no meio intersticial durante a estimulacdo neural da
secrecdo salivar (SANIOTO et al., 2013; COSTANZO, 2014).

Por outro lado, alguns fatores diminuem a salivacdo. A deficiéncia em zinco
(Zn), por exemplo, nas glandulas submandibulares, provoca uma reducéo na atividade
da fosfatase alcalina em células mioepiteliais, o que implica numa diminui¢éo do fluxo
salivar destas glandulas (CHAUDHRY e MEYER, 1979).

2.3.1. Regulacéo pelo Sistema Nervoso Parassimpatico

A estimulacdo dos nervos colinérgicos promove a liberacdo de um maior
volume de saliva fluida (altamente aquosa) e rica em eletrdlitos inorganicos (secrecao
ibnica), porém com um menor contetdo de proteinas, além de promover vasodilatacéo
(CARPENTER, PROCTOR, GARRETT, 2005; MELVIN et al., 2005; GUYTON e HALL,
2011; SANIOTO et al., 2013). Esta estimulacdo pode ser modulada positivamente
(alimento, cheiro e ndusea por reflexos condicionados) ou negativamente (medo, pelo
sono e desidratacdo) (COSTANZO, 2014).

As fibras nervosas parassimpaticas, ao se relacionares com as células acinares
atraves de juncdes neuroglandulares (JNG) liberam na fenda sinaptica, mediante a
passagem de um potencial de acdo, a acetilcolina (ACh). Receptores muscarinicos
localizados na membrana basolateral das células acinares quando ligados a ACh,
promove a elevacao citosélica dos niveis de Ca?* a partir de armazéns intracelulares
sensiveis ao inositol trifosfato (IP3), que € um segundo mensageiro, envolvendo o ciclo
fosfoinositideo. O aumento do calcio citoplasmatico ativa as proteinas quinases C
(PKC), o que aumenta o fluxo secretor de fluidos e também a secre¢éo proteica
(GUYTON e HALL, 2011; SANIOTO et al., 2013).
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Os receptores M3 ativam outras proteinas G (Gq) que ativam a fosfolipase C
com especificidade para fosfoinositideo e catalisa a formacé&o de diacilglicerol (DAG)
e IP3 do substrato fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2). O DAG ativa a proteina PKC
que, em troca, fosforilisa proteinas citosoélicas e pode aumentar a transcricéo de genes
especificos. O IP3 liga-se aos receptores nas membranas intracelulares, resultando
na abertura os portdes de canal de Ca?*, mobilizando célcio para o meio intracelular,
que, por sua vez, produz a resposta fisiolégica (secrecao salivar), com aumento na
sintese e secrec¢do de proteina (AUB e PUTNEY JR., 1987; COSTANZO, 2014).

Em repouso, os canais para ClI” e para K* estdo fechados na membrana plas-
matica. Estes canais se abrem mediante aumento da concentracdo intracelular
(citosélica) de Ca?*, ao estimulo de M3. A abertura dos canais de CI” e K* aumenta
sua condutancia e ocorre um efluxo de K* para o plasma e de KCl e CI” para a luz do
acino, tornando-se mais eletronegativa, o que gera gradiente para o fluxo de de Na*
por via transepitelial ou, predominantemente, via intercelular atravessando o complexo
juncional apical. Este movimento de NaCl para a luz do acino promove um gradiente
osmoético propiciando o fluxo de agua para a luz acinar, pelas vias intercelular
(paracelular) e transcelular (transcelular), uma vez que a membrana plasmatica apical
das células acinares possuem aquaporinas 5 (AQP5). A secrecao fluida das células
acinares, acompanha a proteica, e tem composi¢cao semelhante do plasma sanguineo,
contendo Na*, CI" e HCOs", porém mais isoténica (SANIOTO et al., 2013).

O aumento do calcio intracelular citosolico livre, também ativa os canais de K*
e CI” dependentes de Ca?*, estimulando a translocacdo de AQP5 das vesiculas
intracelulares para a membrana citoplasmatica apical e 0 movimento rapido de agua
(excrecdo) que fara parte da composicéo da saliva (MELVIN et al., 2005; CATALAN,
NAKAMOTO, MELVIN, 2009). Aquaporinas (AQP) sao proteinas integrais de
membrana que formam poros ou canais de 4gua na membrana plasmatica das células
bioldgicas, incluindo as células acinares e ductais. Nas glandulas salivares de ratos,
a AQPS5 é considerada a mais importante (MELVIN et al., 2005; DELPORTE, BRYLA,
PERRET, 2016), necessaria para manter a osmolaridade correta da saliva secretada
(AURE, RUUS, GALTUNG, 2014; HOSOI, 2016). Originalmente estéo localizadas no
citoplasma (subcelular), necessitando de estimulos para sua expressao e transporte
até a membrana plasmatica apical (ISHIKAWA et al., 2006a,b; XIE et al., 2016).
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2.3.2. Regulacéo pelo Sistema Nervoso Simpatico

Na estimulacdo adrenérgica ou simpatica ha a secrecdo de um volume menor
de saliva mais espessa e viscosa, com um conteudo proteico ou proteaceo mais
elevado e outros constituintes salivares, como substancias mucosas e mucoproteinas
da secrecdo organica através da exocitose. Estimam os receptores tipo B-receptores
(B-adrenérgicos), mas também os receptores ai podem ser ligados (CARPENTER,
PROCTOR, GARRETT, 2005; ELLIES et al., 2006b; GUYTON e HALL, 2011).

Na superficie basolateral das células acinares (e células ductais), as fibras
nervosas simpéticas liberam noradrenalina (NA) por exocitose através da rota da
adenosina monofosfato ciclico (AMPc), um segundo mensageiro que eleva a sua
concentracdo no meio intracelular, fazendo aumentar a sintese proteica (FERRARIS
e MUNOS, 2006; SANIOTO et al., 2013; COSTANZO, 2014). Além de exocitose,
proteinas podem ser secretadas direto para a saliva, estroma ou circulagcao sanguinea
através de vias vesiculares (PROCTOR e CARPENTER, 1998).

Os receptores do tipo B1, estimula a enzima adenilato ciclase e producédo de
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), que por sua vez, medeiam um incremento
na secrecdo enzimatica, com maior contetdo proteico, caracterizando, portanto, uma
secrecéo salivar mais viscosa. O outro tipo de receptor do tipo a1, que tém o IP3 como
segundo mensageiro, mediando a elevacédo do nivel de Ca?* citosélico. Ambos os
receptores aumentam a secrecéo salivar (FERRARIS e MUNOS, 2006; SANIOTO et
al., 2013; COSTANZO, 2014).

Os B-receptores estéo ligados a uma proteina G na face citosolica da mem-
brana plasmatica. Quando a catecolamina se combina com o receptor B-adrenérgico,
o sitio de ligagéo a proteina G fica exposto, capaz de ligar guanosina trifosfato (GTP)
em troca de guanosina difosfato (GDP), ativando-a. Uma vez ativa, a enzima adenilato
ciclase presente na membrana plasmatica € também ativada, e catalisa a converséo
de adenosina trifosfato (ATP) para o segundo mensageiro intracelular, o AMPc (3',5'-
adenosina monofosfato ciclico). Este, por sua vez, promove a fosforilacdo da proteina
quinase A (proteina quinase AMP-dependente), que fosforila outras proteinas que, por
sua vez, podem estar envolvidas no processo de exocitose, ativacdo de fatores

regulatérios nucleares e a inducéo da expresséo génica. A ativacao termina quando a
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proteina G hidrolisa GTP em GDP e outro ciclo pode iniciar (AUB e PUTNEY JR.,
1987; FUJITA-YOSHIGAKI, 1998; FERRARIS e MUNOS, 2006).

O AMPc pode também estimular a liberacdo do Ca?* do estoque intracelular,
aumentando sua concentracdo citosélica. Dessa forma o Ca?* pode ser o mediador
intracelular comum a todos os receptores; as diferentes respostas celulares podem
refletir as diferentes fontes de Ca?*, diferentes locais de sua concentracdo, ou ambos
(AUB e PUTNEY JR., 1987; FERRARIS e MUNOS, 2006).

Uma descarga simpatica, ao ativar receptores a1, tem um efeito inicial de elevar
o fluxo de secrec¢éo salivar, principalmente por estimular a contracao das células mio-
epiteliais e por elevar a concentragédo citoplasmatica de Ca?*, potencializando o efeito
da acetilcolina. Ao mesmo tempo, uma agao simpatica mais intensa ou prolongada
causa vasoconstricdo simpatica do tecido glandular e diminui o fluxo de sangue ofer-
tado a glandula, contribuindo secundariamente para reduzir a secrecao salivar.
Portanto, a salivacdo ativada por estimulo simpatico é de pequeno volume, viscosa,
em decorréncia do maior conteddo proteico, e com alta concentracdo de K* e de
HCOs", como ocorre em situagdes de estresse, medo ou ansiedade. A interrupgao da
inervacdo simpética tem pouco efeito sobre a funcdo das glandulas salivares
(FERRARIS e MUNOS, 2006; SANIOTO et al., 2013).

2.3.3. Alteracdo da Saliva Priméaria em Saliva Secundaria

O SNA também regula a atividade responsavel pela modificacdo que ocorre na
segunda fase (afeta também as células do ducto), onde a composi¢cdo mineral de con-
centracado e o pH da saliva primaria sdo modificados, pois as células do ducto estriado

estdo envolvidas no transporte ativo de eletrolitos (KONTTINEN et al., 2010).

A saliva recém secretada pelas células acinares apresenta composicéao eletro-
litica e tonicidade semelhantes a do plasma sanguineo (isotonica ou ligeiramente
hipertdnica em relagédo ao plasma sanguineo, com alta concentragdo de ions potassio
e bicarbonato e baixa concentracédo de ions sddio e cloreto), sendo denominada saliva
primaria, e por isso denominado de primeiro estagio da secrecéo salivar. Ainda nesta
situacdo, as concentracdes de a-amilase na saliva primaria dependem do tipo de es-

timulacdo neural (simpatico e parassimpético) para sua secrecdo (FERRARIS e
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MUNOS, 2006; CATALAN, NAKAMOTO, MELVIN, 2009; SANIOTO et al., 2013;
COSTANZO, 2014). As células do sistema ductal secretam algumas proteinas e mo-
dificam a composicao iénica da saliva a medida que a saliva se move em direcdo a
cavidade oral (TURNER e SUGIYA, 2002).

Para a formacéo da saliva priméaria, existe na membrana basolateral da célula
acinar, a bomba Na*-K*-ATPase, canais de K*, trocador H*-K* e o cotransportador
Na*-2CI"-K*. Além de K* ser absorvido pela Na*-K*-ATPase, ele também é transpor-
tado por canal para o meio extracelular e recircula pela Na*-K*-ATPase. O
cotransportador Na*-2CI™-K* eleva o potencial eletroquimico do CI™ acima dos valores
de equilibrio e prové a forca para a transferi-lo para a luz do acino, através de um
canal na membrana apical. O trocador H*-K* catalisa a reacéo de hidratacdo do CO:
no sentido da formagdo de HCO3s™ e H*, aumentando a concentracéo intracelular de
HCOs™. O HCO3™ é secretado para o limen do &cino por um canal de anion, tornando
a luz eletricamente negativa. Forma um campo elétrico que gera a for¢a para movi-
mentacdo de cations, como o Na*, por via paracelular. No &cino, o epitélio € mais
permedvel a agua, movimentando-a pelo gradiente osmotico para a luz acinar. A maior
parte do fluido na saliva € movida pela secrecao ativa de CI” e contém altas concen-
tracoes de Na* e CIT, formando a principal molécula da saliva primaria (NaCl)
(BARRETT et al., 2014; COSTANZO, 2014).

Ou seja, a saliva primaria apresenta uma baixa concentracdo de K* em relacao
a de Na*, mas significativamente maior que a concentracdo de K* no plasma. Desta
forma, a osmolaridade e a concentracao os ions Na*, K*, CI" e HCOz3™ da saliva prima-
ria sdo similares as do plasma sanguineo. Outros ions secretados também estéao
presentes (FERRARIS e MUNOS, 2006; COSTANZO, 2014).

Uma segunda etapa, ou estagio, ocorre quando a saliva primaria flui para o
sistema de ductos estriados, tornando-se hipotbnica, ao passo que se mantém o
mesmo volume do fluido. O ducto estriado é relativamente impermeavel a agua, pos-
sui alta taxa metabolica e modifica a composigéo eletrolitica do fluido movimentando
basicamente ions. Absorve ions sodio (Na*) e cloreto (CI") que retornam ao plasma, e
secreta ions potassio (K*) e bicarbonato (HCOgs’) para a luz dos ductos. Mas a
guantidade de solutos removidos excede a quantidade adicionada (FERRARIS e
MUNOS, 2006; CATALAN, NAKAMOTO, MELVIN, 2009; CALIL e TAMBELO, 2014).
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Os mecanismos que acontecem nas células estriadas sdo complexos e simul-
taneos, envolvendo as membranas luminal e basolateral, com gasto de energia. O
resultado final (saliva secundaria) se da pelo balanco final de todos os mecanismos
de transporte. Logo ha uma espécie de diluicdo da saliva (COSTANZO, 2014). O ducto
estriado possui receptores B-adrenérgicos acoplados a adenilato ciclase, receptores
putativos para prostaglandina E2 e receptores muscarinicos (EVANS, LAU, CASE,
1993). A estimulacao de receptores colinérgicos ativa os transportadores de ions nas
células ductais (TURNER e SUGIYA, 2002).

A membrana apical (luminal) contém trés transportadores de ions: trocador
Na*-H* (cotransportador passivo), o trocador CI"-HCOs™ e o trocador H*-K* (cotrans-
porte passivo). Ja na membrana basolateral existe a bomba Na*-K*ATPase
(transporte ativo, no qual saem 3 ions Na* para o meio extracelular e entram 2 ions
K*, para o citosol), o trocador Na*-H* e os canais de CI” e K*. Estes transportadores e
canais proteicos, tém o objetivo de absorver o Na* e CI” da saliva primaria (suas con-
centracdes na saliva ficam mais baixas que no plasma sanguineo) e secretar K* e
HCOs™ para formar a saliva secundaria (suas concentragdes na salivar ficam maiores
do que a plasma). Assim, o fluido secretado flui do polo basal para o polo apical das
células ductais até o limen acinar. Sendo que a taxa de absor¢ao (reabsor¢cao) em
moles de Na* e CI” da saliva, maior do que a taxa de secrecéo de K* e HCOs", diluindo
a saliva no interior da luz do ducto estriado (MURAKAMI et al., 2001; GUYTON e
HALL, 2011; BARRETT et al., 2014; COSTANZO, 2014).

A composicéo ionica (tonicidade) da saliva varia com a taxa do fluxo secretor,
ou seja, do tempo de contato da saliva primaria com as células. Em baixos fluxos
secretorios (maior tempo de contato), como por exemplo, menos que 1 mL/min, a
composicdo da saliva difere fundamentalmente da plasmatica, sendo hipoténica (me-
nores concentragdes de Na* e Cl 7) e possui um pH mais acido (concentracdes de K*
acima de 20 mM). Mas o aumento do fluxo secretor (menor tempo de contato), como
por exemplo, 4 mL/min, aproxima a composi¢ao da saliva a do plasma sanguineo ou
da saliva inicial, seu pH se torna mais alcalino (maior quantidade de Na*, K* e, princi-
palmente, HCO3", que pode chegar a valores de até 100 mM, conferindo a saliva pH
préximo a 8,0), e eleva sua tonicidade (BOYCE e BAKHEET, 2005; SANIOTO et al.,
2013; COSTANZO, 2014). Mesmo a altas taxas secretorias, a tonicidade da saliva é,
no maximo, cerca de 70% da plasmética, ou seja, ainda hipoténica em relagédo ao
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plasma (SANIOTO et al., 2013). Esse fluxo secretor ndo altera a concentracdo de
HCO3", pois a secrecao deste anion é estimulada quando os acinos recebem o esti-
mula para a producdo de saliva, permanecendo constante e independe da taxa
secretoria apos o fluxo salivar ter atingido valores préximos a 1 mL/min. A concentra-
cdo de K* também independe do fluxo secretor e permanece sempre superior a
plasmética ap0ds taxa secretoria de aproximadamente 1 mL/min, indicando mecanis-
mos ativos de secrecio (FERRARIS e MUNOS, 2006; GUYTON e HALL, 2011;
SANIOTO et al., 2013; COSTANZO, 2014).

2.4. Saliva

A mais importante funcéo das glandulas salivares é a producao e secrecao de
uma substancia fluida, a saliva. E importante fazer-se distingdo entre secrecéo glan-
dular pura, produto puro proveniente da secrecdo salivar, e a saliva total ou mista,
formada apds chegar na cavidade oral e misturar-se com os demais fluidos presentes
(FERRARIS e MUNOS, 2006). Toda superficie interna da cavidade oral, incluindo os
dentes e a lingua, é coberta por uma pelicula umida e fluida, a saliva (NANCI, 2013),
sendo a maior protetora dos tecidos e 6rgdos orais (LOPES et al., 2008).

A saliva € uma secrecdo exocrina, sem cor (clara), discretamente pegajosa,
formado por um liquido aguoso rico em eletrdlitos e proteinas, ou em mucinas, hipo-
tbnica em relacdo ao plasma sanguineo, resultante da secrecdo de glandulas
salivares maiores e menores, além do fluido gengival (crevicular), com pH em torno
de 6,8 e 7,2, geralmente, ligeiramente acida e densidade em torno de 1 mg/mL
(WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008; MELFI e ALLEY, 2010; KATCHBURIAN e
ARANA-CHAVEZ, 2012; CALIL e TAMBELO, 2014). Sua composic¢ao final varia de
acordo com estimulagcdo do SNA e da glandula considerada (MELVIN et al., 2005).

Dessa forma, pode-se definir por saliva como uma mistura complexa de molé-
culas e fluidos presentes no interior da cavidade oral, oriundos das glandulas salivares
maiores e menores, do fluido gengival (um exsudato do sulco gengival), aléem de

células de descamacdo do epitélio oral, microrganismos e seus produtos do
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metabolismo (detritos celulares), residuos alimentares, componentes séricos (compo-
nentes do soro sanguineo) e células inflamatérias, por isso também chamada de
saliva mista (fluido oral) (MELVIN et al., 2005; FERRARIS e MUNOS, 2006; SANIOTO
et al., 2013). Ou seja, a saliva total € resultado do produto da secrecdo de todas as

glandulas salivares (maiores e menores), mais o fluido gengival.

A saliva possui extrema importancia para a manutencdo e integridade do am-
biente oral, sendo importante na higiene, na saude e no conforto desta cavidade
(CARPENTER, 2013; SANIOTO et al., 2013), que vai desde protecéo da cavidade oral
de traumatismos mecanicos e quimicos (contra o impacto do refluxo &cido gastrico,
por exemplo), tamponamento, formagdo da pelicula salivar, manutencdo da integri-
dade dos dentes, acdo antimicrobiana, reparo tecidual, digestdo, gustacao, balanco
hidrico e lubrificacdo da mucosa oral, da faringe e do eséfago (FERRARIS e MUNOS,
2006; MELFI e ALLEY, 2010; NANCI, 2013; CALIL e TAMBELI, 2014). Além disso,
mesmo apos a degluticdo, tem capacidade de protecdo mucosa no trato gastrointes-

tinal e na manutencéo da saude sistémica (LLENA-PUY, 2006).

O fluxo da saliva total é um indice da umidade oral, indicando o grau de ativi-
dade metabdlica das glandulas salivares, podendo ainda refletir o estado de varios
parametros fisioldgicos. A medida do fluxo salivar é basica para o entendimento do
processo de secrecdo e para avaliacdo das condicbes e doencas orais e sistémicas
gue levam a hipofuncéo salivar (SREEBNY, 2000; SANIOTO et al., 2013). O estudo
do fluxo salivar (em repouso ou sob estimulacdo), bem como da sua composicao qui-
mica béasica e de propriedades biofisicas (pH, viscosidade, osmolaridade etc.) séo
fundamentais para o entendimento do processo de secrecéo salivar e para avaliacéo
de inimeras doencas de ordem sistémica (como exemplo, AIDS, nefropatias, diabe-
tes, neoplasias) ou daquelas que frequentemente acometem a cavidade bucal (como
caries e periodontopatias) (CARPENTER, 2013; SANIOTO et al., 2013).

Por dia, estima-se a producao total de saliva de um individuo adulto pode che-
gar a 1,5 litros, muito embora, a maioria dos investigadores calcula uma média de 600
a 800 mL ou cc diarios (FERRARIS e MUNOS, 2006), ou 0,4 mL/min. Destes, 0,5 litros
é de saliva ndo estimulada (CALIL e TAMBELO, 2014).

Os trés pares de glandulas salivares maiores sdo, em conjunto, responsaveis
pela producao de aproximadamente de 80% (ADRIENN, 2006) a 90% da secrecao

salivar total (SANIOTO et al.,, 2013). A secrecdo salivar é continua e por isso €
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classificada de duas formas: em repouso (nao estimulada) e estimulada (MELVIN et
al., 2005; SANIOTO et al., 2013). Dessa forma, quando em repouso (n&o estimulada,
reflete um fluxo basal continuo), cerca de 70% da saliva € produzida e secretada pelas
glandulas submandibulares (principalmente) e sublinguais (SREEBNY, 2000;
HORNIBROOK e COCHRANE, 2012; CARPENTER, 2013; CARPENTER, 2013;
SANIOTO et al., 2013), 15 a 20% da parétida e 5 a 10% das glandulas salivares
menores (SREEBNY, 2000; CARPENTER, 2013; SANIOTO et al., 2013).

Ja na estimulacao (saliva estimulada), como ocorre durante a alimentacao (ini-
cia-se através de um estimulo sensorial ou aferente), as glandulas parotidas fornecem
a maior parte da saliva, em torno de aproximadamente 45 a 50% (SREEBNY, 2000;
WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008), e 40 a 45% das glandulas submandibular e sub-
lingual, e envolve interacdo complexa de centros nervosos superiores (FERRARIS e
MUNOS, 2006; SANIOTO et al., 2013).

O fluxo basal salivar (salivacdo nao estimulada) é de 0,3 a 0,5 mL/min
(FERRARIS e MUNOS, 2006). Ja na salivacéo estimulada possui um fluxo salivar que
varia entre 1 e 3 mL/min. Entretanto, quando o fluxo salivar esta abaixo de 0,1 a 0,2
mL/min durante o periodo de repouso, ou de 0,5 a 0,7 mL/min, durante o periodo de
estimulacdo, é considerado como hipossalivacao (xerostomia, assialia, sialopenia ou
hipossialia) (FERRARIS e MUNOS, 2006; SANIOTO et al., 2013).

2.4.1. Composicao da Saliva

A maior parte dos componentes da saliva (agua, proteinas, glicoproteinas e
eletrdlitos) sdo ativamente secretados pelas glandulas salivares (LLENA-PUY, 2006;
PROCTOR e CARPENTER, 2007). As glandulas salivares menores, secretam pouco
volumes de saliva mucosa (rica em mucina) (menos de 1 uyL/min por glandula)
(CARPENTER, 2013). Ja as glandulas de von Ebner secretam saliva serosa pura e
contém lipocalina e lipase lingual (ELIASSON e CARLEN 2010).

Consiste numa solucdo aquosa (99% composta por agua) heterogénea, pos-
suindo varias substancias organicas e inorganicas, tais como: eletrolitos (Na*, K*, CI”
e HCO?*", em maior quantidade; Ca?*, Mg?*, hidrogénio fosfatase ou HPO4?", tiocianeto

ou SCN™ e F7, em menor quantidade, dentre outros); proteinas, mucoproteinas e
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peptideos (amilase ou ptialina, lipase salivar ou lingual, proteinas ricas em prolina,
mucinas, histamina, cistatina, peroxidase, lisozima, lactoferrina, estaterinas,
defensinas, catelicidina-LL37, e em menor quantidade: eritropoietina, catalases,
lactoperoxidase, anidrase carbdnica secretora, tromboplastina, calicreina, fosfatase
acida, esterase etc.); anticorpos ou imunoglobulinas (IgA de secregéo, I1gG e IgM);
pequenos compostos organicos (moléculas de glicose, aminoacidos, ureia, acido
arico, lipidios, colesterol, glicose, citrato, lactato, amoniaco, creatinina etc.); além de
fator de crescimento nervoso (NGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), insulina,
proteinas de ligagcdo ao monofosfato de adenosina ciclico (AMP ciclico), albumina
sérica; e ainda 99% de agua (FERRARIS e MUNOS, 2006; MELFI e ALLEY, 2010;
CARPENTER, 2013; NANCI, 2013; CALIL e TAMBELO, 2014).

Nucleases também sao secretadas na saliva pequenas quantidades, tais como
RNAases (ribonuclease) e DNAases (desoxirribonuclease). As proteases vasodilata-
doras séo a calicreina e a renina. Outras moléculas organicas presentes na saliva sao
o AMP ciclico ligante de proteina, aminoacidos, ureia, acido Urico, varios lipidios e
corticosteroides (FERRARIS e MUNOS, 2006; CARPENTER, 2013; NANCI, 2013;
SANIOTO et al., 2013).

A concentracdo da maioria dos componentes salivares, principalmente dos
ions, depende do estimulo e da velocidade de secre¢do das glandulas, pois em um
aumento na velocidade do fluxo de secre¢édo, como na salivacéo estimulada, eleva as
concentracdes de Na*, Ca?*, Cl-, HCOz", proteinas (concentracédo total), ureia, fosfa-
tos e magnésio (Mg?"); enquanto K* e flior (F7) permanecem inalterados, e as
concentragbes de fosfato e iodeto diminuem (FERRARIS e MUNOS, 2006; SANIOTO
et al., 2013).

Cerca de 0,2-0,3% dos constituintes totais inorganicos da saliva, principalmente
Na*, K*, CI" e HCO3™ séo os principais contribuintes para a sua osmolaridade. A pre-
senca e concentracgdo relativa de ions Na*, K*, Ca?* e CI” e também SO4?" (sulfato),
HPO4?~ (hidrogénio fosfato) e H2PO4~ (dihidrogénio fosfato) indicam que a saliva néo
€ apenas um ultrafiltrado plasmatico. Também se encontram outros ions como cobre
(Cu*), brometo (Br7), nitrito (NO2") e tiocianato (OCN") (MOTOC et al., 2003).

As proteinas secretadas representam a principal categoria de substancias or-
ganicas da saliva, na qual incluem-se varias enzimas. As principais enzimas digestivas

presentes na saliva sao a a-amilase salivar (ptialina) e a lipase lingual. As mucinas (N-
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acetil-glicosamina) constituem importante classe de glicoproteinas que na saliva total
ndo estimulada representam cerca de 25-30% das proteinas totais. Deve-se a pre-
senca de grupos em cadeias laterais de oligossacarideos ligados as proteinas em sua
composi¢cdo, como a mucina (proteinas fortemente glicosiladas). Estas glicoproteinas
se encontram muito hidratadas e possuem propriedades caracteristicas como baixa
solubilidade, alta viscosidade, elasticidade e adesividade. Além destas, também estéo
presentes, proteinas antibacterianas (lisozima, lactoferrina, peroxidases, estatinas e
cistatinas) e um grupo de proteinas responsaveis, principalmente, pela formacao da
pelicula do esmalte e pela homeostase do fosfato e célcio da saliva (PROCTOR e
CARPENTER, 1998; FERRARIS e MUNOS, 2006; SANIOTO et al., 2013; CALIL e
TAMBELO, 2014). A maior parte da amilase é secretada pela glandula parétida, sendo
gue essas proteinas compdem cerca de 30% de todas as proteinas da saliva secre-
tada pela parotida (ADRIENN, 2006).

Embora as secre¢fes das glandulas salivares sejam classificadas como se-
rosa, mucosa ou seromucosa, de acordo com seus conteudos relativos de
glicoproteina ou mucina, as proteinas mais abundantemente secretadas pelas células
acinares sao proteinas ricas em prolina (PRPSs), as quais possuem cerca de um terco
de seus aminodcidos representados pela prolina e séo secretadas nas formas acidica,
basica e glicosilada (SANIOTO et al., 2013; CALIL e TAMBELO, 2014). Além destas,
ainda existem as proteinas ricas em histidina (conhecidos como histatinas) e proteinas
cisteinas-rich (conhecidos como cistatinas) (CARPENTER, 2013).

Dentre os lipidios, foram citados a presenca de triglicerideos, acidos graxos
livres, fosfatidilcolina, fosfatidiletolamina, fracdes de fosfatidilserina e fosfatidilinositol

(ALAM e ALAM, 1978). Os componentes salivares explicam a sua multifungao.

2.5. Microbiota Fungica da Cavidade Oral

As leveduras estao presentes em locais diversos no corpo humano como mem-

bros da microbiota normal, como no trato gastrointestinal, vagina, regiao perianal, e a
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cavidade oral (WALTIMO et al., 2003a,b). Estes fungos que vivem associados a teci-
dos animais, desenvolvendo-se harmoniosamente no habitat se causar doengas
(ABARCA et al., 1989; CONNOLE et al., 2000; POLLOCK, 2003).

Apesar do género Candida spp. correr como comensais e constituem uma parte
da microbiota oral normal do homem, candidose é a infecgdo micotica mais comum
da cavidade oral humana (BUDTZ-JORGENSEN, 1990). Para ocorrer a colonizag&o
inicial e a infecdo por fungos (persisténcia), ocorre a adesao das espécies nas super-
ficies orais do hospedeiro, e na candidose oral, por exemplo, esta associada tanto a
fatores sistémicos como a fatores locais, como a diminuicéo do fluxo salivar e altera-
¢Bes da microbiota bucal (BUDTZ-JORGENSEN, 1990; ALLEN, 1992).

Geralmente as leveduras encontradas intraoralmente pertencem a divisao
Ascomycota e a classe Endomycetes, a qual é dividida mais adiante em quatro fami-
lias: Sccharomycetaceae, Endomycetaceae, Dipodascaceae e Lipomycetaceae. Na
micologia médica, a familia mais importante é a familia Sccharomycetaceae e ao gé-
nero Candida (WALTIMO et al., 2003b), principalmente as espécies: Candida glabrata,
C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. krusei, C. incospicua, C. tropicalis, C. Dubliiensis
e C. kefyr (SIQUEIRA JR. et al., 2002; BELAZI et al., 2004). Vale ressaltar que o
Género Candida compreende mais de 500 espécies (INDEX FUNGORUM, 2008).

Fungos do género Candida spp. estdo presentes principalmente na regiao pos-
terior do dorso da lingua, sendo seu habitat favorito (CANNON et al., 1995). Os fungos
presentes na cavidade oral, sdo geralmente assintomaticos, mas mediante alguma
situacdo adversa, pode causar infeccdes oportunistas em hospedeiros susceptiveis
(SOBEL, 2006), sejam por fatores locais ou sistémicos (como por exemplo, baixo fluxo
salivar, higiene oral precaria, proteses mal adaptadas, protese dentéaria, quimioterapia
para cancer, radioterapia ou AIDS — Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), com
quebra do equilibrio ecolégico, predispondo o aparecimento de infec¢des por fungos,
agora chamados de patologicos (NISENGARD e NEWMAN, 1997; SEN, SAFAVI,
SPANGBERG, 1999). Estas infec¢bes se desenvolverem quando o hospedeiro apre-
senta as condi¢cdes ambientais propicias e nutrientes essenciais para o crescimento e
reproducao das leveduras (WALTIMO et al., 2003a,b).

Outros fatores permitem que os fungos saprofiticos, de baixa patogenicidade,
como as leveduras, constituintes da microbiota normal humana e de outros animais,

passem a causar danos, originando quadros clinicos diferentes. Entre estes fatores
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estdo as producdes enziméticas preponderantes para o desenvolvimento da infec¢ao.
Proteases, fosfolipases e elastases extracelulares possuem a fungédo de hidrolisar
peptideos, obtendo um papel preponderante para o crescimento e multiplicacdo do
fungo, além de promover a invasdo do microrganismo no tecido do hospedeiro colo-
nizado. O potencial de aderéncia também contribui como facilitador do surgimento do
processo infeccioso (LACAZ et al., 2002; MACIAS et al., 2004), tanto na cavidade oral
guanto nas vias respiratoria e digestoria. Os riscos aumentam se o paciente fizer te-
rapia com antineoplasicos, for neutropénicos, transplantados, sofrer traumas,
gueimaduras, se estiver com cateterismo, sob ventilagdo mecanica, dentre outros
(CLEFF et al., 2007; GOMPERTZ et al., 2015).

Ainda vale ressaltar que o género Candida spp. pode servir de veiculo para
bactérias, como Streptococcus mutans (RAJA, HANNAN, ALI, 2010), contribuindo
para aumentar a coloniza¢ao destas bactérias (BARBIERI et al., 2007), e até promover
a desmineralizacdo (NIKAWA et al., 2003), portanto este fungo tem um potencial ca-
riogénico (AL-HEBSHI et al., 2015). Diante disso, a importancia das micoses orais tem
crescido durante a ultima década e devem ser consideradas no diagnéstico diferencial
de lesGes orais (ALMEID e SCULLY, 2002). A maioria dos danos que acometem 0s
tecidos bucais, resultam da resposta inflamatéria do préprio hospedeiro, embora dano
adicional deva-se as enzimas segregadas pelos fungos (CANNON et al., 1995).

Somado a tudo isso, a cavidade oral apresenta uma microbiota bacteriana con-
centrada e diversa (TAKARADA et al., 2004), sendo este ecossistema bastante
dindmico (HOLMGREN, CORBET, LIM, 1994). A estimativa varia de 300 a 800 espé-
cies diferentes reconhecidas como componente da microbiota bacteriana normal da
cavidade oral humana, as quais também podem provocar infec¢gfes nos tecidos orais
(SUNDQVIST, 1992; SUNDQVIST, 1994; KAZOR et al., 2003).

No tocante a diminuicdo do fluxo salivar, traz modificagbes a microbiota oral,
devido a acdo imunoldgica diminuida e a diminuicédo do efeito tampéao da saliva, o que
favorece ao desequilibrio (JORKJEND et al., 2003). E essencial o papel da microbiota
oral para a manutencao da homeostasia, satde bem equilibrada e estavel da cavidade

bucal, na qual a saliva desempenha um papel fundamental (BARROSO et al., 2015).
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2.6. Hipersalivacao ou Sialorreia

O acumulo de saliva na cavidade oral é dito sialorreia ou hipersalivacéo, sendo
um achado frequente em pacientes portadores de varios disturbios neurolégicos,
como ocorre, por exemplo, na leséo cerebral (10% e 58% dos pacientes) e na doenca
de Parkinson (MANRIQUE, 2005a; ZLOTNIK et al., 2015; JOST, 2016). O clearence
salivar é processo pelo qual a saliva é renovada na cavida oral por nova secrecao e

degluticdo da saliva total exisitente, ficando uma saliva residual (SREEBNY, 2000).

A hipersalivacéo € comumente associada ao prejuizo do controle neuromuscu-
lar com disfuncdo da atividade motora oral e falta de coordenagdo dos musculos
faringeos (diminuicdo da habilidade da degluticdo da saliva) ou a hipersecrecdo das
glandulas salivares (aumento do fluxo de saliva) ou disfungéo sensorial (YANG et al.,
2006; WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008; HEFFERNAN e ADIL, 2015). Também pode
ocorrer como efeito colateral de medicamentos. Porém, a maioria dos pacientes com

sialorreia tem controle neuromuscular oral deficiente (JONGERIUS et al., 2001).

Dessa forma, a sialorreia consiste em um aumento excessivo no fluxo salivar
ou acumulo de saliva na cavidade oral (JONGERIUS et al.,, 2004a; AUGUSTO e
PEREZ, 2006), que ultrapassa a margem da boca (escape de saliva por cima do labio
inferior), de forma involuntaria e passiva (MENINGAUD et al., 2006; SILVESTRE-
RANGIL et al., 2011; CARDONA, SAINT-MARTIN, DANIEL, 2015), acompanhando
varias patologias, no qual o paciente ndo consegue compensa-la pela degluticdo
(ROBIN e MEENAKSHI, 2008).

A sialorreia € comum em criangcas durante o desenvolvimento do controle
neuromuscular oral normal (AUGUSTO e PEREZ, 2006), geralmente mais presente
em meninos (HORNIBROOK e COCHRANE, 2012). Apds os 4 anos de idade,
problemas com o controle de saliva € considerado anormal ou patolégica (AUGUSTO
e PEREZ, 2006; FAIRHURST e COCKERILL, 2011). Os termos “drooling”, babacéo,
hipersialorreia, ptialismo, incontinéncia salivar, sialose (hipersialose), “dribbling” e
“drivelling” s&o utilizados como sindnimos para a sialorreia (BHATIA, MUNCHAU,
BROWN, 1999; AUGUSTO e PEREZ, 2006; HORNIBROOK e COCHRANE, 2012).
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A sialorreia podem causar um preocupante quadro clinico, principalemente em
pacientes com desordens neurolégicas, resultando em aspiracdes salivares silencio-
sas, conduzindo-o a riscos maiores de infeccbes pulmonares e maior desconforto
(MANRIQUE, 2005a,b; DANIEL e CORDONA, 2014). O risco € ainda maior quando
se tratar de um paciente idoso, debilitados, ou aqueles em cuidados crénicos. Dessa
forma, justifica-se utilizar a terapéutica mais adequada, prevenindo o individuo de en-
trar numa situacdo de complicacbes potencialmente graves, inconvenientes e de
desconforto (BOYCE e BAKHEET, 2005).

2.6.1. Etiologia da Sialorreia

Para ocorrer a degluticdo normal, é necessaria uma sequéncia altamente com-
plexa de eventos que requer a coordenacao de varios grupos musculares da boca e
da faringe. Muitas condi¢bes, congénitas ou adquiridas, que incluem disfuncao neu-
romuscular relacionado com paralisia cerebral, disfuncdo sensorial e anormalidades
anatdbmicas (como macroglossia), pode interferir neste mecanismo de normalidade,
levando, a degluticdo descoordenada (VIJAYASEKARAN et al., 2007).

Desta forma, a hipersalivacdo é comumente associada ao prejuizo do controle
neuromuscular com disfungcéo da atividade motora oral ou ao aumento do fluxo de
saliva (YANG et al., 2006; WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008). Existem duas formas
de sialorreia: 1 — a sialorreia relativa, resultante de disturbios na fase de degluticdo da
saliva, comum nas sequelas neuroldgicas, particularmente naquelas associadas a
distarbios do movimento, que cursam com a reducéo do reflexo de degluticéo; e 2 —a
sialorreia absoluta, resultante de uma alteracdo neurogénica na inervacéo da glandula
salivar (ELLIES et al., 2002b; SPOSITO, 2004), pela hipersecre¢ao ou disfuncdo
sensorial (WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008). A sialorreia pode ainda classificada
em: sialorreia anterior é quando a saliva escapa pela abertura oral; e sialorreia

posterior, quando a saliva se direciona para a faringe (CHAHUAN et al., 2012).

E uma condic&o incomum que tem varias causas (NEVILLE et al., 2016). As
causas da sialorreia estdo agrupadas em 3 categorias: neuromuscular/disfuncéo

sensorial (retardo mental, lesdo cerebral, doenca de Parkinson, paralisia
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pseudobulbar e bulbar e acidente vascular encefalico); hipersecrecéo, ou seja, verda-
deira hiperproducédo de saliva (inflamagfes, farmacos como tranquilizantes e
anticonvulsivantes, neurolépticos, exposicéo toéxica como ao mercurio) (CHAHUAN et
al., 2012; DRESSLER, 2013; MIRANDA-RIUS et al., 2015); e anatdbmica (macroglos-
sia, incompeténcia oral, ma oclusdo dentaria, problemas ortodénticos, defeitos

cirtrgicos da cabeca e pescogo) (CHAHUAN et al., 2012).

Na maioria dos casos, a hipersalivacdo ou sialorreia quase nunca é causada
pela producéo excessiva de saliva, ao contrario do que frequentemente se interpreta,
mas pela dificuldade, inabilidade ou deficiéncia de degluticdo da mesma (sialorreia
relativa) (SILVESTRE-RANGIL et al., 2011; DRESSLER, 2013; MIRANDA-RIUS et al.,
2015). Esta condicao é conhecida como disfagia, ou seja, dificuldade de conducao do
conteudo da cavidade bucal até o estbmago (MARCHESAN, 1999). Realizamos o ato
de engolir cerca de 500 a 2.000 vezes por dia, e a forma como deglutimos envolve um
processo complexo de coordenagdo motora, regido por um sistema reflexo bastante
complexo e desenvolvido no nascimento (HEINEN, 2008). Quando a producéo e a
secrecédo de saliva excede a habilidade do individuo de transporta-la até o estébmago,
ocorre a estase da saliva dentro da cavidade bucal (BENEDICTIS, CARNIELLI,
BENEDICTIS, 2009; MENDES et al., 2010). Neste tipo de sialorreia, cinco fatores cli-
nicos que influenciam para o acumulo de saliva é a posi¢cédo da cabeca, vedacao de
labio, o controle voluntario sobre a lingua, tonicidade do pescoco resultando em mau
posicionamento cabeca, fase oral da degluticdo anormal, reduzida percepcao
sensorial de saliva e a idade mental do paciente (HEFFERNAN e ADIL, 2015).

O pool excessivo de saliva ha por¢ao anterior da cavidade bucal e incontinéncia
da mesma, é um achado frequente em doencas neuroldgicas crénicas (neuropsico-
motoras e neurodegenerativas) (MARINA et al., 2008), devido as alteracdes sensorio-
motoras causadas pela doenca de base, como em 10 a 38% dos pacientes com pa-
ralisia ou leséo cerebral (PC ou LC) (JONGERIUS et al., 2004a; KHADIVI et al., 2013);
paralisia facial periférica (BARREIRA, 2010); Sindrome de Down (LIMBROCK,
HOYER, SCHEYING, 1990); em 75% dos pacientes com Doenca de Parkinson (DP)
(JANKOVIC, 2009; ZLOTNIK et al., 2015); esclerose lateral amiotrofica (ELA) ou do-
enca do neurdnio motor (DNM), retardo do desenvolvimento neuropsicomuscular
(RDNMP), Miastemia Gravis, Acidente Vascular Encefalico (AVE), encefalopatias cro-

nicas progressivas ou nao progressivas (ELLIES et al., 2002a; JONGERIUS et al.,
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2004a; ELLIES et al., 2006a; MJLLER et al., 2011); entre outras, sendo um motivo de
desconforto significativo para os pacientes afetados (ISAIAS e DARIO, 2009; ALTER,
2010). Na esclerose lateral amiotréfica, por exemplo, a sialorreia esta presente em
cerca de 25% dos casos (YOUNG et al., 2011). Agravando este quadro, contribuem
as baixas habilidades cognitivas e mentais de muito destes pacientes (JONGERIUS
et al., 2004a; MENINGAUD et al., 2006; MARINA et al., 2008).

A sialorreia leve pode estar relacionada com irritagdes locais, como as Ulceras
aftosas ou proteses dentarias mal adaptadas, ou pode ocorrer como um sistema tam-
pao protetor para neutralizar o 4cido estomacal em individuos com doenca de refluxo
gastroesofageano. Também é bem conhecida como caracteristica clinica da raiva e
envenenamento por metais pesados (NEVILLE et al., 2016). Em ratos, a salivacao
excessiva e perda de peso séo sintomas que podem sugerir uma obstrucao do trato

digestivo, como na estenose de esofago (CORIA-AVILA et al., 2006).

O excesso de saliva também pode aparecer no carcinoma de cabeca e pescoc¢o
(MARCHESE et al., 2008; JANKOVIC, 2009; ALTER, 2010), causada pelo préprio
tumor ou disfagia relacionada com o tratamento, ou, ainda, devido a anatomia alterada
da resseccédo oncoldgica do trato aerodigestivo superior, especialmente o terco médio
da mandibula (BOMELI et al., 2008). ApGs laringectomia total em pacientes com
cancer de laringe (YUAN, HOU, WEN, 2004) ou em pacientes que tenham sido
submetidos a resseccdo cirdrgica da mandibula, frequentemente ha excessiva

secrecdo das glandulas salivares (NEVILLE et al., 2016).

Quando ocorre como efeito colateral de medicamentos, resulta de drogas que
atuam aumentando a atividade dos receptores especificos da via secretomotora, re-
sultando em hipersecrecdo (JONGERIUS et al., 2001; AUGUSTO e PEREZ, 2006;
AFFONSO e CRUZ, 2013), como o litio e os agonistas colinérgicos, como pilocarpina
(NEVILLE et al., 2016). Em pacientes geriatricos, os medicamentos antipsicoticos, em
sua maior parte, induzem a sialorreia (AFFONSO e CRUZ, 2013). O aumento da
salivacdo é decorrente da estimulacdo direta de receptores muscarinicos M1 e M3
nas glandulas salivares (HENDRICKSON, MAROCCO, GREENBERG, 2004).

O alcoolismo crénico € uma das principais causas da sialoadenite (inflamagéo
glandular), que resulta em um aumento de peso da glandula submandibular, volume,
proliferacdo celular, invasdo de células inflamatorias e aumento do fluxo salivar
(CORNEJO et al., 2003; CORREIA et al., 2010).



64

Como causas indiretas da sialorreia, encontram-se obstruc&o nasal, postura de
cabeca, posicdo do paciente, estado emocional (AUGUSTO e PEREZ, 2006) e m&
oclusdo (AUGUSTO e PEREZ, 2006). A sialorreia também pode ser por hipersaliva-
cao idiopatica (JANKOVIC, 2009), e a macroglossia pode contribuir para este quadro
(MARINA et al., 2008).

2.6.2. Consequéncias da Sialorreia

O elevado fluxo salivar pode até ser benéfico para prevencéo de caries e higi-
ene oral, mas este fluxo patolégico excessivo também pode ser bastante prejudicial
(DANIEL e CORDONA, 2014), uma vez o excesso de saliva traz impactos negativos
sobre funcdes psicossociais, educacionais e fisicas, sendo um importante problema
clinico, social e emocional para criancas e adultos, muitas vezes embaragoso para 0s
pacientes (HASSIN-BAER et al., 2005; CAPACCIO et al., 2008), devendo ser alvo de

atencao e gestdo. Todas as consequéncias justificam o tratamento da sialorreia.

Por causa da sialorreia, observam-se diariamente varias complicacdes clinicas
em pacientes com alteracdes motoras orofaringeas, que incluem, dentre outras, der-
matite facial e perioral (YANG et al., 2006; WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008; BLOEM
et al., 2009); aumento das infeccbes periorais e orais, maceracao da pele, halitose,
dificuldade de higiene e riscos de aspiracdo (ELLIES et al., 2002a; HEINEN, 2008;
WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008; HORNIBROOK e COCHRANE, 2012). A macera-
cado da pele pode esta ao redor da boca, queixo e pescoco e podem infectarse
secundariamente por bactérias (MARINA et al., 2008; NEVILLE et al., 2016) e por
fungos, como Candida albicans (MENINGAUD et al., 2006).

A sialorreia ainda ode causar asfixia (BHATIA, MUNCHAU, BROWN, 1999);
desidratacéo por perda de fluidos, eletrolitos e proteinas (MENINGAUD et al., 2006;
YANG et al., 2006); alteracbes nutricionais (MARINA et al., 2008); dificuldades para
falar (MENINGAUD et al., 2006; ALTER, 2010); infeccdo do trato aéreo superior
(ALTER, 2010); afogamento por aspiracdes recorrentes (ISAIAS e DARIO, 2009); e
riscos de infecgdes pulmonares, inclusive pneumonia aspirativa (BHATIA, MUNCHAU,
BROWN, 1999; ELLIES et al., 2002a; WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008; ISAIAS e
DARIO, 2009; MANRIQUE e SATO, 2009; ALTER, 2010). Aspirac¢&o pulmonar cronica
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tem consideravel morbidade, principalmente pelas recorrentes infec¢cdes secundarias
do trato respiratorio inferior (VIJAYASEKARAN et al., 2007), aumentando significati-
vamente os cuidados com o paciente, com risco de vida (TURK-GONZALES e
ODDERSON, 2005).

A constante perda de fluidos através do excesso de saliva pode originar uma
urina mais concentrada, além de constipacdo (obstipacdo) (HEINEN, 2008). Ocorre
imersdo por saliva de roupa de cama, roupas, brinquedos, livros escolares, e, em in-
dividuos com menos comprometimento cognitivo, a autoconsciéncia e a depressao
(MANRIQUE, 2005b; MENINGAUD et al., 2006; HORNIBROOK e COCHRANE,
2012); limitacBes de atividades (M@LLER et al., 2011); perdas na fungdo mastigatoria
(MENINGAUD et al., 2006); além de estresse aos cuidadores (MJLLER et al., 2011).

Tudo isso deteriora ainda mais o quadro clinico, aumentando a morbidade e
mortalidade destes pacientes, gerando um grande impacto na vida dos mesmos, le-
vando ao isolamento social e depressdo do mesmo e de seus familiares, causando
impacto na qualidade de vida (ELLIES et al., 2002a; TURK-GONZALES e
ODDERSON, 2005; MZLLER et al.,, 2011). Também €é necessario atuar sobre as

consequéncias sociais e a autoestima do individuo.

Dessa forma, nota-se que o tratamento da sialorreia é fundamental para me-
lhora do estado geral e da qualidade de vida do paciente (WILKEN, ASLAMI,
BACKES, 2008; ARELLANO-SALDANA et al., 2014), do ponto de vista fisico, psico-
l6gico e social (OLIVEIRA FILHO, SILVA, ALMEIDA, 2016), e faz parte do
atendimento multidisciplinar desses individuos. O grau de envolvimento de cada es-
pecialidade vai depender da etiologia e da intensidade da sialorreia, estado de
consciéncia do paciente, estado geral de saude do individuo, dos efeitos secundarios

causados pela hipersalivagao e, infelizmente, da disponibilidade do tratamento.

2.7. Tratamentos para a Sialorreia

Como a sialorreia € causada por mecanismos patolégicos diversos, e a exis-

téncia de muitos tratamentos diferentes, dificultam a gestdo clinica dos pacientes
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(MIRANDA-RIUS et al., 2015), os quais envolvem uma abordagem multidisciplinar que
tem como objetivos trabalhar a fala, postura, consciéncia oromotora e sensorial
(HORNIBROOK e COCHRANE, 2012). Os estados secundarios a sialorreia fazem

com que o paciente necessite de maior cuidado (SILLANPAA et al., 2015).

Em decorréncia da presenca de disturbios e efeitos colaterais, diversos profis-
sionais de saude s&@0 necessarios para compor uma equipe multidisciplinar para o
tratamento e acompanhamento da sialorreia como o meédico, cirurgido-dentista,
nutricionista, (MARINA et al., 2008), terapeuta ocupacional (YAM et al., 2006) e
fisioterapeuta (KHADIVI et al., 2013).

Algumas causas de sialorreia sé@o transitorias ou leves e ndo necessitam de
tratamentos. Ja em pacientes com desordens neurologicas se faz necessario pelos
riscos de agravo que a mesma oferece ao mesmo. Varias abordagens terapéuticas
da sialorreia j4 foram empregadas na pratica médica. Os tratamentos propostos sao
o uso de medicacdo anticolinérgica, terapia oromotora e procedimentos cirlrgicos
(SAVARESE et al., 2004), dentre outros.

Os tratamentos convencionais incluem a fonoterapia (CRYSDALE et al., 1985;
CRYSDALE et al., 2006); fisioterapia funcional, fisioterapia motora orofacial e terapia
de comportamento (AUGUSTO e PEREZ, 2006; FAIRHURST e COCKERILL, 2011;
HEFFERNAN e ADIL, 2015); programa de alimentacéo e/ou estimulagao oral (WONG,
SUN, WONG, 2001); succ¢do da saliva (XEREZ, 2008; YOUNG et al.,, 2011);
tratamento cirdrgico (FAIRHURST e COCKERILL, 2011; MONTGOMERY et al.,
2016); e o tratamento farmacolégico (FAIRHURST e COCKERILL, 2011;
MONTGOMERY et al., 2016).

Outros tratamentos menos convencionais incluem a radioterapia das glandulas
salivares (CORSO et al.,, 2011; YOUNG et al., 2011; ASSOULINE et al., 2013);
aparelhos ortopédicos intraorais (BLASCO, 2002; COSKUM et al., 2007; FAIRHURST
e COCKERILL, 2011); aparelhos eletrdnicos como o “ISMAR” — Innsbruck
Sensorimotor Activator and Regulator (JOHNSON et al., 2004); e até tratamento de
acupuntura (WONG, SUN, WONG, 2001). Mas nem sempre todas as formas de

tratamento estdo ao alcance dos pacientes ou sdo tao eficientes.

As terapias comportamentais ndo tém sido demonstradas como téo eficiente

(HASSIN-BAER et al., 2005). Em terapias de fisioterapia oromotora, o tratamento &
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de valor limitado em criancas severamente retardadas. Em relacdo aos aparelhos
ortopédicos, poucos profissionais o utilizam e ndo existem dados claros de quais
pacientes que se beneficiariam de tais dispositivos (AUGUSTO e PEREZ, 2006). Ja a
terapéutica medicamentosa (terapias farmacologicas sistémicas) e os procedimentos
cirirgicos sdao medidas invasivas e estressantes para o paciente, e muitas vezes
associados a efeitos secundarios indesejaveis (ELLIES et al., 1999; HASSIN-BAER et
al., 2005; ALTER, 2010).

As substancias farmacéuticas anticolinérgicas mais utilizadas sao a atropina,
benzotropina, escopolamina, cloridrato benzexol e glicopirrolato, sdo opcdes de
tratamento, reduzindo o volume de saliva na cavidade oral, inibindo a producao de
saliva obtendo resultados positivos (AUGUSTO e PEREZ, 2006; ELLIES et al., 2006a;
COSKUM et al.,, 2007; REDDIHOUGH, REID, PLOVER, 2011; HORNIBROOK e
COCHRANE, 2012). Também foram citadas outras drogas, tais como 3-bloqueadores,
agentes antirrefluxo (TSCHENG, 2002); drogas antiparkison para pacientes com
parkinsonismo (MANRIQUE, 2005b); adesivos transdérmicos de escopolamina;
antidepressivos triciclicos para a reducdo da secrecdo aquosa e mucoliticos
(DRESSLER, 2013). Entretanto, a administracdo dos mesmos € limitada por
apresentarem um numero significativo de efeitos colaterais provenientes da absor¢ao
sistémica (BLASCO, 2002; MENINGAUD et al., 2006).

O uso de anticolinérgicos traz muitos efeitos colaterais sistémicos, como boca
seca, visao turva e retencao urinéria (ELLIES et al., 2002b; TRUONG e BHIDAYASIRI,
2008; HORNIBROOK e COCHRANE, 2012); constipacao, diminuicdo da sudorese e
rubor da pele e irritabilidade ou outras alteragcbes comportamentais (BLASCO, 2002);
comprometimento cognitivo e sedacdo (ALTER, 2010); disturbio de memoria
(TRUONG e BHIDAYASIRI, 2008), hipotenséo ortostatica, tontura e confusdo mental,
especialmente em idosos (BHATIA, MUNCHAU, BROWN, 1999). A boca seca pode
agravar os problemas dentais (SRISKANDAN, MOODY, HOWLETT, 2010). Ainda ha
aqueles que interferem no sistema cardiovascular (ELLIES et al., 2006b), tais como
atropina que pode causar possiveis efeitos secundarios graves sobre o coragéo
(COSKUM et al., 2007). Os pacientes frequentemente interrompem estes medicamen-
tos orais (ALTER, 2010), e por isso sao raramente indicados. Além disso, a taxa de
resposta é variavel e imprevisivel (HORNIBROOK e COCHRANE, 2012). Em alguns
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casos, uma melhoria significativa da funcéo salivar ndo tem sido observada apés a

administracao de drogas para tratar a sialorreia (MIRANDA-RIUS et al., 2015).

Em relacéo aos tratamentos cirdrgicos realizados, os mais conhecidos séo a
ablacdo ou excisdo das glandulas salivares, a neurectomia timpanica (desnervacao
ou denervagdo ou desenervacdo parassimpatica), a transposi¢cao ou retroposiciona-
mento de ductos excretores e a ligadura dos ductos excretores (ELLIES et al., 2002a;
MANRIQUE, BRASIL, RAMOS, 2007; FAIRHURST e COCKERILL, 2011; SAGAR et
al.,, 2016). Entretanto, tais procedimentos cirargicos Sao muito invasivos e
estressantes para o paciente, com relato de complicacdes, além do aumento da cérie
dental, afeccBes gengivais, parotidite, cistos, fistulas pos-operatorias (ELLIES et al.,
2002b; SAVARESE et al., 2004), ranulas (SAGAR et al., 2016), além de existir 0 risco
relacionado a anestesia geral (SAVARESE et al., 2004). O tratamento cirdrgico ndo &
adequado para estados de hipersalivacao temporarios, por ser irreversivel, devido as
suas consequéncias permanentes (ELLIES et al., 1999; ELLIES et al., 2006a). As
técnicas medicamentosas sistémicas e cirdrgicas geram angustia para o paciente
(procedimentos invasivos, com riscos e efeitos colaterais sistémicos) (ELLIES et al.,
2000; HEINEN, 2008).

O tratamento com radiacéao € eficiente desde que aplicada com os devidos cui-
dados e doses (ASSOULINE et al., 2013; SLADE e STANIC, 2015), ndo ha relatos de
problema de pele (BORG e HIRST, 1998). A exposicao das glandulas salivares a ra-
diacao ionizante provoca uma hipofuncéo salivar (CHOI et al., 2009), sendo a xe-
rostomia (reducao do fluxo salivar) um dos efeitos colaterais conhecidos (AUGUSTO
e PEREZ, 2006; LOPES et al., 2008), alem de relatos de dores na mandibula
(WEIKAMP et al., 2016). Também pode induzir malignidade, mucosite e retardo de
crescimento em criangas, nado sendo indicado para as mesmas (TRUONG e
BHIDAYASIRI, 2008).

Pesquisas clinicas apontam que o uso da toxina botulinica tipo A (BTX-A) em
injecdes percutaneas intraglandulares nas parétidas e submandibulares séo eficazes
e leva a diminuicdo da sialorreia, mantendo, dentre outros parametros, a boa saude
oral (CIFTC etal., 2013; VASHISHTA et al., 2013; ALVARENGA et al., 2016). Estudos
randomizados com criancas portadoras de PC e ELA, e utilizando a BTX-B também
alcancaram bons resultados (COSTA et al., 2008; BASCIANI et al., 2011).
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A prética atual é a prescricdo de medicamentos como o tratamento de primeira
linha, no entanto, profissionais consideraram que a toxina botulinica é mais eficaz e
tem menos efeitos colaterais (CHALEAT-VALAYER et al., 2016). O tratamento com
BTX-A deve ser considerada como o tratamento inicial para sialorreia, antes de pro-
cedimentos cirdrgicos invasivos (CIFTCI et al., 2013; MAHADEVAN et al., 2016). As
indicagbes para tratamentos mais invasivos, s6 devem existir em casos de:
persisténcia da salivacdo apds 6 meses de tratamento sem sucesso; quando for con-
siderada de nivel moderado ou severo; ou entdo para pacientes cuja funcdo cognitiva

impede a sua participacdo em terapias funcionais (AUGUSTO e PEREZ, 2006).

De qualquer forma, indica-se a presenca de uma equipe interdisciplinar com-
posta por membros da area da saude (pediatra, neurologista, otorrinolaringologista,
cirurgido-dentista, cirurgido plastico, psicologo clinico, fonoaudidlogo, fisioterapeuta,
terapeuta ocupacional, enfermeiros, professores de educacdo especial, e uma
assistente social médica) e de biotecnologia, para avaliar cada paciente
individualmente, selecionar o paciente adequado para o tratamento especifico
(WONG, SUN, WONG, 2001) e escolher o tratamento mais seguro e adequado.

2.8. Toxina Botulinica

As toxinas bacterianas sdo estratégias evolutivas que estes microrganismos
desenvolveram para sobreviver e muitas delas desempenham um papel importante
na patogénese de doencas infecciosas em animais (BALFANZ, RAUTENBERG,
ULLMANN, 1996). Historicamente, ha mais de 100 anos, a toxina botulinica esteve
associada apenas a paralisia muscular secundaria a intoxicacdo alimentar, absorvidas
pelo trato intestinal, ou por ferida infectada, sendo transportadas através do sistema
linfatico e sangue até as terminagdes nervosas, produzindo uma doenca neurologica
com risco de vida, o “botulismo”, caracterizada por uma grave paralisia muscular gene-
ralizada e bloqueio autonémico colinérgico (MIDURA, 1996; INTISO, 2012),

O botulismo é uma intoxicacdo devido a ingestdo da toxina neurotoxica pré-
formada em alimentos contaminados por bactérias do género Clostridium (botulismo

alimentar). Também existe o botulismo infantil, que ocorre em crian¢a de baixa idade
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(menos de um ano de vida), cuja microbiota intestinal ainda ndo esta totalmente ma-
dura, propiciando condi¢cdes ideais para o0 desenvolvimento destas bactérias
produtoras da toxina botulinica. Estas doencas tém como caracteristicas a fraqueza
e/ou paralisia muscular flacida descendente, que em geral inicia pelos musculos iner-
vados pelos nervos cranianos, seguindo pelos muasculos do pesco¢o, membros
superiores, diafragma e membros inferiores. Disturbios autbnomos podem preceder a
estes sinais clinicos (POULAIN e HUMEAU, 2003).

Apesar da toxina botulinica ter vitimado muitos individuos apés um surto da
doenca botulismo (linguica, do latim botulus) no final do século XVIII, as investigactes
s6 comecgaram posteriormente por Justinus Kerner em 1817 na Alemanha, descre-
vendo como causa uma toxina atribuida a linguica, ou seja, uma doenc¢a causada por
envenenamento de origem animal. Posteriormente, Muller, em 1870, denomina a do-
enca de botulismo. S6 em 1879, que o professor e pesquisador belga Emille Pierre
van Ermengem, atribuiu a sua producao a esporos de um bacilo anaerébio, denomi-
nando-o de Bacillus botulinus (VAN ERMENGEM, 1879; CARRUTHERS, 2002;
BACHUR et al., 2009; COLHADO, BOEING, ORTEGA, 2009). Mais de meio século
apos, € que a bactéria foi descrita (CARRUTHERS, 2002). E por volta de 1949, foi
visto que a toxina agia na juncdo neuromuscular (DIA et al., 2014).

A toxina botulinica teve seu uso consolidado na década de 90, quando se torna
uma alternativa de tratamento reconhecido para a espasticidade (CORTES-MONROY
e SOZA, 2014). Foi a primeira toxina biolégica licenciada para o tratamento de
doencas humanas (DHAKED et al., 2010). Deste entdo, tem sido aproveitada clinica
e terapeuticamente para uma série de contextos patologicos e estéticos (SIM, 2011).
Ganhou um grande interesse na especialidade de dermatologia cosmética, por seus
efeitos sobre as linhas faciais hipercinéticas (WOLLINA, 2008). Em seguida, seu uso
se estendeu para transtornos autonémicos, assimetria facial e tem sido estudado seu
efeito analgésico na dor neuropatica (CORTES-MONROY e SOZA, 2014). As
aplicacbes da toxina botulinica podem ser divididas em: uso cosmético e nao
cosmeético (WALKER e DAYAN, 2014). O uso terapéutico da toxina botulinica tem se
expandido consideravelmente, sendo utilizada em varias especialidades médicas. As
indicagcbes do tratamento com BTX-A dividem-se em trés grandes grupos,
musculoesquelético, sistema nervoso autbnomo e sensorial, de acordo com o 6rgao
alvo de a¢ao do produto (GAMA, 2010).
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A toxina botulinica € uma proteina, produzida como produto do metabolismo
fermentativo do Clostridium botulinum (descrita por Prevot, 1953), uma bactéria gram-
positiva anaerobia, presente na agua, na terra, e em alimentos industrializados enla-
tados (PREVOT, 1953; MELLING, HAMBLETON, SHONE, 1988; POULAIN,
POPOFF, MOLGO, 2008; WHO, 2013). Esta espécie de bactéria abrange metaboli-
camente diversos organismos, e quatro grupos fenotipicos distintos sdo reconhecidos
dentro deste taxon (designado grupos I-1V, quatro linhagens filogeneticamente distin-
tas dentro da espécie) (COLLINS e EAST, 1998). Outras espécies de bactérias
também produzem a toxina botulinica, como as Clostridium butyricum, Clostridium
argentinense e Clostridium baratii (POULAIN, POPOFF, MOLGO, 2008; COLHADO,
BOEING, ORTEGA, 2009).

As toxinas produzidas pela Clostridium botulinum, sdo exotoxinas, com Vvarios
tipos sorologicos de toxina, chamados de toxinas A, B, C1, D, E, F e G, abreviadas
pelas sigas BTX, TxB, TX, TB ou BoNT, seguindo da letra que representa cada soro-
tipo (de BTX-A a BTX-G) (POULAIN, POPOFF, MOLGO, 2008; COLHADO, BOEING,
ORTEGA, 2009; SPOSITO, 2009). Existem ainda alguns autores que citam um oitavo
sorotipo, o0 C2 (BHAYANI e SUSKIND, 2008). Dos oito sorotipos diferentes, sete séo
consideradas neurotoxinas (POULAIN, POPOFF, MOLGO, 2008; COLHADO,
BOEING, ORTEGA, 2009), pois alguns autores ndo consideram o tipo C2 como uma
neurotoxina (SETLER, 2002). E sabe-se que existe dois subtipos da toxina botulinica
tipo A (BTX-A), o subtipo 1 (BTX-Al) e subtipo 2 (BTX-A2), diferindo imunologica-
mente e biologicamente (PIER et al., 2011; MUKAI et al., 2014).

A toxina é sintetizada como uma mistura complexa de polipeptidicos neurotoxi-
cos e componentes ndo téxicos de proteinas, sendo as do tipo A e B que estédo
disponiveis para uso médico e sdo comercializadas (SPOSITO, 2009; DIA et al.,
2014). O tipo A € o0 mais poderoso dos 7 tipos e foi 0 primeiro a ser desenvolvido para
uso clinico. O sorotipo F também tém demonstrado efeitos benéficos nos seres
humanos (AOKI e GUYER, 2001; CARRUTHERS e CARRUTHERS, 2004; COBO et
al., 2009). As toxinas do tipo E e F, possuem uma ac¢ao curta (CARRUTHERS, 2002).
Estudos epidemiolégicos anteriores, sobre a doenca botulismo, sugeriram que o
sistema nervoso humano € suscetivel a cinco sorotipos de toxina (A, B, E, Fe G) e
resistente a dois (C e D) (COFFIELD et al., 1997). Um estudo antigo com toxina
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botulinica tipo D, verificou bloqueio da transmissdo neuromuscular em rds (HARRIS e
MILEDI, 1971).

A toxina botulinica é considera a neurotoxina mais letal que existe (JOHNSON
e BRADSHAW, 2001; BACHUR et al., 2009), com sua dose letal mediana (DLso) de
aproximadamente 0,4 a 1 ng/kg de peso corporal (dependendo da espécie animal
considerada), sendo 10 milhdes de vezes mais toxico do que o cianeto (GILL, 1982;
ZHANG e VARNUM, 2012). Purificada, 10 a 100 ug/kg € o suficiente para levar a 6bito
um camundongo (GILL, 1982). Um unico grama da toxina cristalina, uniformemente
dispersa e inalada, pode matar mais de um milh&o de pessoas (DHAKED et al., 2010).
Por conta disso, esta toxina pode ter utilizada com um possivel agente de armas bio-
terroristas (POULAIN e HUMEAU, 2003; POULAIN, POPOFF, MOLGO, 2008;
INTISO, 2012). Mas esta toxina torna-se segura quando utilizada dentro das doses

recomendadas para as indicac¢des clinicas (BACHUR et al., 2009).

Tornou-se foco de interesse para fins terapéuticos na década de 1920, mas
somente na década de 50 que o primeiro lote de toxina botulinica cristalizada foi pro-
duzido (CARRUTHERS e CARRUTHERS, 2005a). Desde a década de 70, quando
houve a introdugéo da toxina botulinica como uma ferramenta terapéutica, seu uso
aumentou exponencialmente (ZALVAN et al., 2004), para fins estéticos e médicos
(YOUNIS et al., 2013). Foi a primeira toxina bacteriana utilizada como um medica-
mento, tornando-se uma biodroga importante. Existem poucas moléculas que podem
rivalizar com a toxina botulinica, no sentido de sua ampla aplicabilidade clinica
(RAVICHANDRAN et al., 2006). A descoberta do uso clinico da toxina botulinica pode
definir um marco na terapia meédica, aproximando-se, inclusive, daqueles marcos do
arsenal terapéutico, quando da descoberta e utilizacdo de antibioticos e anestesia
(TRUONG, STENNER, REICHEL, 2009), e deste entédo, tem-se estudado o seu po-
tencial terapéutico (BACHUR et al., 2009).

Como recurso terapéutico, a toxina botulinica foi liberada para administracao
em paciente pelo Food and Drug Administration (FDA) em 1989 para estrabismo
(SPOSITO, 2004; INTISO, 2012), classificando-a como droga segura e eficaz para o
tratamento dos distarbios do movimento. Em 1990, o consenso do National Institutes
of Health (NIH) inclui a BTX-A na lista dos medicamentos seguros e eficientes
(SPOSITO, 2004).
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Em 1997, a formulacéo da toxina botulinica tornou-se familiar (CARRUTHERS
e CARRUTHERS, 2005a; BHAYANI e SUSKIND, 2008). Inicialmente o sorotipo A da
toxina botulinica foi aprovada e regulamentada pelos Estados Unidos e Canada,
provocando enorme expansao e aceitacdo do seu uso, mas cientificamente baseado
em experiéncia clinica, demonstrando eficacia (CARRUTHERS e CARRUTHERS,
2005a). Ao longo de um periodo de menos 100 anos, a neurotoxina botulinica evoluiu
de um veneno para uma ferramenta clinica versatil com uma crescente variedade de
usos (MARCHESE et al., 2008; BACHUR et al., 2009). Tem como vantagens seus
efeitos serem transitérios, nao destrutivos, dependente da dose e aplicagéo local, com
o minimo de efeitos secundarios (MARCHESE et al., 2008).

A toxina botulinica utilizada terapeuticamente é um agente bioldgico obtido la-
boratorialmente, sendo uma substancia cristalina estavel, liofilizada, associada a
albumina humana ou gelatina de origem bovina, e utilizada ap6s diluicdo em solugéo
salina (PROSIGNE®, 2013 [Bula]; BOTOX®, 2015 [Bula]). E uma droga que age na
inibicdo da liberac&do de acetilcolina (ACh) na fenda pré-sinaptica da juncédo neuro-
muscular (JNM) (agente anticolinérgico), promovem bloqueio pré-sinaptico temporario
de terminais nervosos colinérgicos, causando uma paralisia flacida e por isso também
sdo denominadas de neurotoxinas (ALTER, 2010). Este blogueio na juncéo
neuromuscular, funciona como uma desnervacdo quimica (parassimpatectomia
quimica ou neurdlise quimica) do 6rgéo-algo da aplicacdo. E importante ter em mente
gue a quimiodesnervacao € temporaria, e que a toxina deve ser injetada préximo ao

nervo que inerva e controla o 6rgao-alvo (AOKI, 2001).

A toxina ndo age apenas na jungédo neuromuscular, mas também em outros
tecidos (WALKER e DAYAN, 2014), como, por exemplo, na jungdo neuroglandular
(JNG) e produz uma reducéo do fluxo salivar, por diminuir a estimulagéo das células
glandulares acinares (ELLIES et al., 2002b; TEYMOORTASH et al., 2007; ALTER,
2010; DRESSLER, 2013). No tecido muscular liso, foi descrito que BTX-A impede a
exocitose de acetilcolina e noradrenalina, nos muasculos da bexiga e da uretra,
respectivamente (SMITH et al.,, 2003). O sorotipo B age de forma parecida. No
entanto, a BTX-B tem uso mais restrito, sendo mais utilizada para algumas indicacdes
especiais, como em casos que 0 paciente cria anticorpos contra a BTX-A (DRESSLER
e ELEOPRA, 2006).
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Embora os distintos sorotipos da toxina botulinica possuam estrutura, funcio-
namento (mecanismos de acdo) e biossintese semelhantes, estes parentes
farmacoldgicos possuem ligacdes especificas nos terminais nervosos, diferentes
sitios enzimaticos intracelulares (diferentes alvos de proteinas intracelulares),
diferentes tamanhos do complexo de neurotoxina, diferentes duragbes de efeito,
diferentes poténcias e diferentes sensibilidades para as diversas espécies de animais.
Desta forma, cada sorotipo € uma Unica entidade farmacologica propria, por vezes
devido a distintos processos de purificacdo e de fabricacdo (AOKI e GUYER, 2001;
CALLAWAY, AREZZO, GRETHLEIN, 2002; POULAIN e HUMEAU, 2003;
CARRUTHERS e CARRUTHERS, 2004; JONGERIUS et al., 2004b).

Atualmente, existem no mercado internacional, diferentes preparacdes comer-
ciais de toxina botulinica do tipo A: Botox®/Botox Cosmetic® Onabotulinum toxin A
(Allergan Pharmaceuticals, Inc., Irvine, CA, USA); Dysport®/Reloxin®Azzalure® /Abo-
botulinum toxin A (Speywood Pharmaceuticals Ltd., e Beaufour Ipsen Ltd,
Maidenhead, United Kingdom); Prosigne® CBTX-A/Lantox® (Lanzou Institute of Biolo-
gical Protucts, Gansu, China); Xeomin®Bocoture®/Incobotulinum toxin A (Mertz
Pharmaceuticals GmbH, Frankfurt, Germany); PurTox® (Mentor Worldwide LLC, Santa
Barbara, California); Neuronox® (Medy-Tox Inc., South Korea); e CNBTX-A (Nanfeng
Medical Science and Technology Development Co. Ltd., China). Todas sao produtos
bioldgicos, com diferentes formulacdes, potencias e dosagens. Do sorotipo B existe
apenas a marca MyoBloc®/NeuroBloc®/Rimabotulinum toxin B (Solstice Neuroscien-
ces, San Francisco, CA, USA) (BHAYANI e SUSKIND, 2008; SIMPSON et al., 2008;
LEBEDA et al., 2010; WALKER e DAYAN, 2014; DANIEL, 2015).

A marca Prosigne® é uma formulacdo de origem chinesa, produzida por em-
presa farmacéutica estatal Lanzhou Institute of Biological Products — LIBP, que extrai
a toxina a partir da toxina bruta da cultura de cepas Hall de Clostridium botulinum,
cultivada em um meio contendo tripsina, caseina e extrato de levedura. Em cada
frasco de Prosigne® de 50 ou 100 U (Ul) temos 5 mg de gelatina, 25 mg de sacarose
e 25 mg de dextrana. No processo de purificagdo da BTX-A, uma quantidade estéril
fitrada de 0,2 microns de toxina obtida € e liofilizada para comercializacéo
(CRISTALIA, 2006; SPOSITO, 2010; PROSIGNE®, 2013 [Bula]). Uma U da Prosigne®,
equivale, aproximadamente, cerca de 3 a 4 U da Dysport®, e também, a 1 U do Botox®
(SHAN et al., 2013).
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O produto da marca Prosigne®, consiste em um complexo cristalino consistindo
de toxina ativa de alto peso molecular e uma hemaglutinina associada, com o dife-
rencial de utilizar como estabilizador na liofilizacéo, a gelatina de origem bovina, ao
invés da albumina humana, prometendo alta pureza e baixa toxicidade. A gelatina
utilizada tem como vantagem oferecer maior estabilidade a estrutura quimica da to-
xina; aumentar sua resisténcia a deformacao e preservar sua toxicidade; evitar risco
de infeccdo sanguinea; menor poder de difusdo; aumentar a seguranca da droga; e
pouca reacdo alérgica. E a Unica com a certificacdo prions free (SPOSITO, 2004;
CRISTALIA, 2006; SPOSITO, 2010). Esta relacionado com uma possivel maior toxi-
cidade (TANG e WAN, 2000).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) liberou a BTX-
A da marca Prosigne® em 2003 para uso clinico (ANVISA, 2003). Além do mais, a
marca Prosigne® tem um custo menor que a marca considerada padrdo ouro, o
Botox®, o que é interessante sob o ponto de vista da “farmacoecondomico”, es-
pecialmente nos paises em desenvolvimento (TANG e WAN, 2000; WU et al., 2011),
embora, atualmente essa diferenca de custos ja tenha diminuido significativamente.
Os estudos de Quagliato, Carelli, Viana (2010) e Wu et al. (2011), compararam a BTX-
A da marca Botox®, com a de origem chinesa (Prosigne®), usadas para
blefaroespasmo e espasmo hemifacial, e concluiram que os resultados de ambas séo
parecidos e eficientes. A formulacdo americana € a mais antiga, servindo de base de
comparacao para as novas formulagdes que surgem no mercado farmacéutico, devido

a seu perfil de seguranca e sua eficacia.

2.8.1. Estrutura Quimica da Toxina Botulinica Tipo A

As toxinas produzidas por varias estirpes da bactéria Clostridium botulinum séo
uma mistura de proteinas contendo a toxina botulinica e varias proteinas ndo-toxicas
(proteinas hemaglutinina e ndo-hemaglutinina), formando um verdadeiro complexo
proteico (SPOSITO, 2004; ZHANG e VARNUM, 2012), de elevado peso molecular,
consistindo na somatdéria da neurotoxina propriamente dita, mais proteinas nao-toxi-
cas adicionais, que funcionam para proteger a molécula de toxina (CALLAWAY,
AREZZO, GRETHLEIN, 2002).
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Algumas das proteinas néao téxicas que formam os complexos moleculares com
a BTX, sdo as hemaglutininas (HA) e ndo-hemaglutinina (NTNH), conhecidas como
proteinas de associacao a neurotoxina (PANSs), cuja funcdo € ajudar na estabilizacéao
da neurotoxina e na protecdo contra a degradacdo do ambiente hostil do trato
gastrointestinal de mamiferos durante a invaséo bacteriana do hospedeiro (VOLLAND
et al., 2008; CHEN, 2012; DIA et al., 2014).

O tipo e numero de proteinas ndo-toxicas, sdo determinados pelo subtipo de
bactéria sintetizadora. Os complexos moleculares proteicos produzidos (toxina mais
proteina ndo-téxica), chamados de toxinas progenitoras ou complexo proteina-toxina,
possuem massa molecular que oscilam entre aproximadamente 300 KiloDalton (kDa)
e 900 kDa, dependendo da toxina e o correspondente tipo de associacédo (VOLLAND
et al., 2008; DIA et al., 2014).

O peso molecular é um fator importante para determinar a difusdo da toxina no
tecido alvo, assim como vai ajudar na intensidade de sua toxicidade. As proteinas nao-
toxicas, tém a funcéo de proteger a neurotoxina do efeito do meio acido e proteases
através do trato gastrointestinal, pois sdo estaveis em pH ligeiramente acido e disso-
ciam em solugdes alcalinas (CALLAWAY, AREZZO, GRETHLEIN, 2002; VOLLAND
et al., 2008; DIA et al., 2014). A importancia clinica s&o disputadas por determinadas
variaveis, incluindo a composicao de proteinas e tamanho molecular, bem como a
metodologia de aplicacdo da droga, como o volume, dose, o método de injecdo. Em-
bora, mais recentemente, alguns autores tenham afirmado que nem o peso molecular,
nem a presenca de proteinas complexantes parecem afetar a difusdo (BRODSKY,
SWOPE, GRIMES, 2012). A diluicdo da toxina liofilizada pode influenciar na sua difu-
sao dentro do tecido alvo, aumentando o raio de difusdo a medida que a diluicdo em

solucéo salina 0,9% (soro fisiol6égico) também aumenta (AOKI, 2001).

Cada complexo molecular proteico de toxina progenitora, consiste de uma neu-
rotoxina de 150 kDa (composto de uma cadeia leve de 50 kDa e uma pesada de 100
kDa), que esté ligada de forma ndo covalente as proteinas ndo-toxinas. O complexo
proteina-toxina existe em trés formas: complexo H ou M (300 kDa), complexo G ou L
(500 kDa) e complexo LL (900 kDa), isolados a partir da formacao da toxina botulinica
tipo A. Os complexos de BTX-B, BTX-C e BTX-D tém duas formas (H e L), e os com-
plexos de BTX-F e BTX-G ocorrem nas formas H e L, respectivamente. A neurotoxina
isolada é nomeada de forma S (150 kDa), e para afetar suas a¢des nas células alvos,
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estes complexos devem se dissociar, liberando-a (libertagéo eficiente da neurotoxina)
(SPOSITO, 2004; VOLLAND et al., 2008; CHEN, 2012).

A neurotoxina botulinica consiste em um polipeptideo de cadeia dupla, com
uma cadeia pesada e uma cadeia leve unidas por uma ligacdo covalente dissulfidica
(S-S), protease-sensivel, e por ligagcbes ndo covalentes, com massa molecular de
aproximadamente 150kD. A estrutura cristalina da molécula é distinguida por trés se-
quéncia peptidicas, que representam a cadeia leve (L de light ou N-terminal de 50kD,
LC ou LCrx) e a cadeia pesada (H de heavy ou C-terminal de 100kD, HC ou HCrx),
sendo ativada quando a cadeia polipeptidica é proteoliticamente quebrada nas ca-
deias pesada e leve (SPOSITO, 2004; CHEN, 2012; ZHANG e VARNUM, 2012).

A cadeia pesada (H ou HC) é responsavel pela ligacdo da molécula ao terminal
simpatico, e é dividida em um dominio de translocacdo N-terminal de 50 kDa (Hn ou
HNT, porcdo amino-terminal da cadeia pesada) e um dominio de ligacao do receptor
C-terminal de 50 kDa (Hc ou HCR, a porc¢éo carboxilo-terminal da cadeia pesada). A
porcao carboxilo-terminal da cadeia pesada, por sua vez, contém dois subdominios
25 kDa cada (HCN e CHC). Ja a cadeia leve (L ou LC) desempenha acado bloqueadora
da acetilcolina, pois a mesma atua como uma enzima (protease), que quebra uma das
proteinas de fusdo da vesicula de acetilcolina @ membrana pré-sinaptica no terminal
nervoso (SPOSITO, 2004; RAVICHANDRAN et al., 2006; ZHANG e VARNUM, 2012).
A Ultima fase da acdo da neurotoxina, envolve a modificacdo de um substrato alvo
intracelular (no terminal do axénio, botdo sinaptico), que regula a ancoragem e fuséo
das vesiculas de acetilcolina (CALLAWAY, AREZZO, GRETHLEIN, 2002).

A cadeia peptidica de 150 kDa da toxina botulinica tem pouca atividade biolo-
gica. SO quando esta cadeia é clivada por proteases clostridiais, nas cadeias leve e
pesada, a toxina passa a apresentar atividade biolégica (CHEN, 2012). Cada sorotipo
pode diferir pela sequéncia de aminoacidos em sua cadeia proteica, numa porcenta-
gem que varia de 0,9 a 36%. Desta forma, tem-se alvos proteicos intracelulares e
poténcias toxicoldgicas distintos. Isso permitiu dividir os sorotipos em quatro grupos,
assim organizados: grupo | com os sorotipos A, B e F; grupo Il com os tipos B, E e F;
grupo Il com as toxinas C e D; e grupo IV com o tipo G (WHITEMARSH et al., 2013).

Esta proteina neurotdxica, quando complexada com as proteinas nao-toxicas,
possui a caracteristica fisico-quimica de estabilidade em meio acido (pH 3,5 a 6,5),
porém se dissociam em condi¢des alcalinas, tendo sua atividade biolégica inativada.
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A toxina botulinica ndo suporta temperaturas altas, acima de 80-100°C, embora seus
esporos sejam resistentes ao calor. Com base nestes fendbmenos, a toxina pode ser
separada do complexo proteina-toxina e ser purificada por cromatografia de permuta
ionica (MIDURA, 1996; SHANNON, BORRON, HURNS, 2007).

2.8.2. Mecanismo de A¢éo da Toxina Botulinica Tipo A

Para que ocorra a exocitose da acetilcolina, existe uma cadeia de transporte
das vesiculas sinapticas contendo este neurotransmissor nos terminais nervosos (0
sinaptossoma). Posteriormente ocorre a fusdo da membrana da vesicula com a mem-
brana do terminal nervoso, sendo mediada proteinas do complexo SNARE associado
a membrana vesicular pré-sinaptica (WOLLINA, 2008; MOSSERI et al., 2016).

Em condi¢cdes normais para a liberagdo da acetilcolina nas fendas sinépticas,
as vesiculas contendo este neurotransmissor liga-se & membrana plasmatica (celular)
do termina nervoso (dendritos dos axdnios) através de complexos proteicos, denomi-
nadas proteinas SNAREs (Solubre N-ethyl-maleimide Sensitive Factor [NSF]
Attachment Protein Receptor / receptor anexo NSF soluvel), que desempenham papel
central na especificidade do trafego vesicular e no processo de fusdo de vesiculas
secretorias (vesicula sinaptica) com a membrana plasméatica pré-sinaptica ou neuro-
lema. Muitas vesiculas transportadoras s6 se formam se um tipo especifico de
proteina SNARE estiverem acopladas a sua membrana, permitindo assim que a vesi-
cula se funda corretamente. As SNAREs podem ser de dois tipos: v-SNARE (vesicle-
SNARE, presente na vesicula sinaptica, como por exemplo, a proteina sinaptobre-
vina), t-SNARE (target SNARE, presente presentes na face citosolica da membrana
pré-sinaptica, como por exemplo, as proteinas SNAP-25 e sintaxina). A v-SNARE esta
incluida da membrana da vesicula secretdria, enquanto que a t-SNARE esta mem-
brana plasmatica alvo. A NSF (soluble N-ethylmaleimide-sensitive fator / fator soltvel
sensivel a N-etiimalamida) é proteina de fusdo sensivel a N-etilmalamida, que se
anexa ao complexo proteico receptor, uma espécie de chaperona solavel no cito-
plasma, que pode agir, com a ajuda de proteinas adaptadoras, na separacdo de
complexos v-t-SNARE de qualquer membrana (ZALVAN et al., 2004; ALTER, 2010).
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As proteinas da familia SNAREs mais conhecidas sdo: VAMP (vesicle-associ-
ated membrane protein / proteina de membrana transportadora de vesiculas), como
por exemplo, a sinaptobrevina; a SNAP-25 (proteina associada a sinaptossomas de
25 kDa); e a proteina sintaxina. Sao proteinas associadas as membras das vesiculas
singpticas ou & membrana plasmatica, projetadas para o lado intracelular (citosélico),
essenciais para a liberagdo de acetilcolina e neurotransmisséo, pois sdo responsaveis
pela fusdo de vesiculas sinapticas de acetilcolina com a membrana pré-sinaptica, ou
seja, sdo componentes essenciais desta maquinaria de exocitose. Quando uma vesi-
cula sinaptica ganha o sitio de fuséo, uma VAMP se associa a uma SNAP-25 e a uma
sintaxina da membrana plasmatica pré-sinaptica, formam um complexo ternario que
aproxima a vesicula sinaptica da membrana plasmatica, as quais terminam por se
fundir quando os ions calcio se ligam a sinaptotagmina (ST) (AOKI e GUYER, 2001,
ZALVAN et al., 2004; ALTER, 2010; DIA et al., 2014; MOSSERI et al., 2016).

Quando a BTX-A é injetada na glandula, a droga entra na terminacao nervosa
por endocitose (WOLLINA, 2008). O dominio carboxilo-terminal da cadeia pesada (do-
minio HCR) da toxina liga-se as glicoproteinas (proteina transmembrana e
gangliosideo, receptores chamados SV2 [isoformas A, B e C da sinaptotagmina ou
ST]) encontradas especificamente ha membrana pré-sindptica da parte ndo mielini-
zada de terminais nervosos colinérgicos (é razdo da elevada seletividade da toxina
botulinica), de maneira irreversivel, mecanismo conhecido como “dupla do receptor”
(dois subdominios que correspondem as duas classes de moléculas)
(RAVICHANDRAN et al., 2006; COBO et al., 2009; COLHADO, BOEING, ORTEGA,
2009; ZHANG e VARNUM, 2012). A sinaptotagmina (ST) realiza a transdug&o da en-
trada de ions calcio na terminacdo nervosa, promovendo a fusdo das vesiculas
sinapticas com a membrana pré-sinaptica. Nesta fusdo, o dominio intravesicular da
ST fica exposto na superficie do neurdnio, sendo reconhecido pelo dominio HCR da
BTX-A (D'ALMEIDA, 2004). A internalizagdo é evidenciada apos 20 minutos, tor-
nando-se maxima apo6s 90 minutos (GOSCHEL et al.,1997), através do processo de
endocitose (via endocitica ou endocitotica/lisossdmica ou lisossomal) do complexo re-
ceptor-toxina especifico, mediado por receptor, com afinidade elevada para um
determinado sorotipo (BRIN, 1997; EDGAR, 2001).
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Quando ocorre a reciclagem das vesiculas sinapticas, e os receptores sofrem
endocitose juntamente com a neurotoxina, a toxina fica localizada dentro de um com-
partimento intracelular, mas ainda inativa. Para promover o bloqueio da fusdo da
vesicula sinaptica com a membrana plasmatica, a cadeia leve (propriedade catalitica)
da toxina deve sair do interior da vesicula de endocitose e alcancar o citosol do termi-
nal nervoso (POULAIN e HUMEAU, 2003). Para permitir a reducdo da ligacao
dissulfidica e saida ou translocacdo da cadeia leve, o pH no interior da vesicula de
endocitose torna-se acida, e a toxina botulinica sofre um rearranjo molecular, onde o
dominio de translocagdo (HNT) modifica-se para permitir o transporte da cadeia leve
através da membrana da vesicula para o citosol (EDGAR, 2001; BACHUR et al., 2009;
ZHANG e VARNUM, 2012).

A cadeia leve da toxina botulinica apresenta a sequéncia "His-Glu-XX-His" que
caracteriza uma porcao catalitica metalo-endopeptidade ou metaloproteinases (pro-
tease dependente de zinco), que cliva ligacbes peptidicas (clivagem proteolitica,
protedlise) de alguma proteina especifica de ancoragem da vesicula sinaptica colinér-
gica a membrana celular do terminal nervoso pré-sinaptico, ndo permitindo mais as
fusdes das membranas e a liberagcédo da acetilcolina (inibe a ancoragem de vesiculas
a membrana pré-sinaptica) (BLITZER e SULICA, 2001; ELLIES et al., 2003; POULAIN
e HUMEAU, 2003; RAVICHANDRAN et al., 2006; WOLLINA, 2008; WALKER e
DAYAN, 2014; MOSSERI et al., 2016). O impulso nervoso chega até a terminacao
nervosa, mas nao é transferido para a célula seguinte. A sintese e armazenamento
de ACh pelo neurénio continuam intactos (D'ALMEIDA, 2004).

Todos os sorotipos de neurotoxina botulinica interferem com exocitose da ACh
nos neurdnios motores, mas agem em diferentes alvos intracelulares, sendo absolu-
tamente especificas para clivagem de apenas uma ligacdo peptidica dentro de um
determinado substrato proteico. A BTX-A e BTX-E tem como alvo a proteina SNAP-
25. As BTX-B, BTX-D, BTX-F e BTX-G, clivam a VAMP/Sinaptobrevina. A BTX-C cliva
tanto a SNAP-25 quanto a sintaxina. Ou seja, a toxina botulinica ataca distintamente
as VAMP1ls ou SNAP-25 ou sintaxina (AOKI e GUYER, 2001; EDGAR, 2001,
POULAIN e HUMEAU, 2003; MOSSERI et al., 2016).

Em sintese, a sequéncia da acao da toxina botulinica inclui quatro etapas apos
a difusdo no espaco intersticial: a — ligagédo especifica pela cadeia pesada a receptores

na membrana pré-sindptica dos nervos colinérgicos (nas terminagdes nervosas
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motoras), conhecido como neurotropismo; b — endocitose, que € internalizacédo
dependente de energia; ¢ — transloca¢do da cadeia leve, do endossomo &cido para o
citosol; e d — clivagem enzimatica, pela cadeia leve, de proteinas especificas que séo
criticas para a fusédo entre a vesicula pré-sinaptica da ACh com a membrana pré-
sindptica, que é a toxicidade intracelular (TURTON, CHADDOCK, ACHARYA, 2002;
COLHADO, BOEING, ORTEGA, 2009). Além da ACh, também bloqueia a liberacdo
de mediadores quimicos da dor, como glutamato e a substancia P em fibras tipo C

nociceptivas, aumentando sua utilizacdo clinica (ZALVAN et al., 2004).

Uma recente revisao de literatura juntou evidéncias da acédo da toxina botulinica
tipo A n&o apenas sobre a SNAP-25, e consequentemente sobre a neuroexocitose,
mas também sobre outros efeitos farmacologicos da droga, atuando sobre a via do
acido araquidoénico (presente nos fosfolipidios de membrana plasmatica, que pode
gerar diversos metabdlitos biologicamente ativos, como 0s eicosanoides e depois as
prostaglandinas), neuritogénese (emissao de neuritos a partir do corpo celular do neu-
rénio), ciclo celular e apoptose (atividade pré-apoptéticas e antitumoral), além da
expressao génica, envolvidos em vias inflamatorias, degradacdo proteossomal, do-
enca de Huntington, via de sinalizagdo de calcio etc. (MATAK e LACKVIC, 2015).

A acdo da BTX-A pode ser bloqueada pela formacgéao de anticorpos antitoxina
(resposta imune), que bloqueiam os efeitos terapéuticos da droga (anticorpos neutra-
lizantes), sendo esta considerado um obstaculo ao tratamento com esta droga. A
imunorresisténcia, inerentes a utilizacdo de uma terapéutica a base de proteinas (pro-
teinas estranhas ao organismo), é relatada em casos de utilizacdo de grandes doses
do produto ou ndo quando nao se respeita 0 tempo minimo de intervalo entre as apli-
cacbes (CARRUTHERS, 2002; COLHADO, BOEING, ORTEGA, 2009; DHAKED et
al., 2010; INTISO, 2012; CAVALLINI, 2014); além das caracteristicas proprias de cada
paciente; e as propriedades imunologicas das diferentes marcas de preparacdes
sutilizadas, sendo mais comum a imunorresisténcia a BTX-B (BRIN, 1997,
DRESSLER e HALLETT, 2006). A resisténcia é caracterizada pela auséncia de
qualquer efeito da droga (BRIN, 1997). Na auséncia de efeito, pode-se substituir a
BTX-A pela BTX-B, com bons resultados por possuirem perfis de acdo comparaveis.
Ou seja, os anticorpos neutralizantes desenvolvidos contra um sorotipo, nao
blogueiam a atividade bioldgica de um outro sorotipo (BRIN, 1997; AGUILAR-
REBOLLEDO, 2005; CAVALLINI, 2014).
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2.8.3. Tempo de Acéo da Toxina Botulinica Tipo A

Em tecido muscular, ja na primeira hora apés a aplicacédo da toxina botulinica
provoca o bloqueio prolongado da sinapse nervosa ao ligar-se de forma especifica e
irreversivel na membrana pré-sinaptica dos neurdénios (OLIVEIRA et al., 2013; YOON
et al., 2010). Alguns autores relatam que os efeitos clinicos podem aparecer em um
periodo que varia 1 a 7 dias apés a administracdo, sendo comumente notados entre
1 e 3 dias. Segue-se um periodo que varia até a 42 semana apoés a aplicacdo (ALTER,
2010), e entdo os niveis atingem um patamar moderado até a recuperacdo completa
do neurdnio, voltando a capacidade de secretar neurotransmissor em torno de um
més (BLITZER e SULICA, 2001; COBO et al., 2009).

O consenso geral propde que seus efeitos com resposta benéfica duram, na
maioria dos casos, em torno de 3 a 4 meses, mas ainda ha um grupo de pacientes em
que o efeito dura de 6 semanas até mais 6 meses (CORDIVARI et al., 2004; ELLIES
et al., 2004; ELLIES et al., 2006b; CH, 2010), dependendo da resposta individual,

condicdo clinica do paciente, da dose e sorotipo administrados (YOON et al., 2010).

Existem evidéncias de que a toxina botulinica parece ter uma duracao de acao
maior em terminais nervosos autondémicos (variando de 6 a 9 meses) quando compa-
rado com terminais nervosos motores somaticos (de 3 a 4 meses) (WALKER e
DAYAN, 2014). Alguns autores afirmam que a BTX-A em glandulas salivares possuem
um efeito mais prolongado, quando comparado com outros tecidos, ainda que rever-
sivel (SHAN et al., 2013).

Em glandulas salivares, a resposta inicial pode ser observada a partir do 3° ou
5° dia apds a aplicagdo da toxina (DANIEL, 2015), com uma acdo que pode se
estender por até 6 meses (ELLIES et al.,, 2006b; CH, 2010). Durac¢des maiores de
efeito estdo relacionadas também a doses maiores, porém, nesses casos, pode-se ter
reacoes adversas (GAMA, 2010). No geral, a duracdo média da acdo da toxina
botulinica, a partir de estudos clinicos, é de aproximadamente 3 meses, entretanto, ja
foi observado que em alguns pacientes o0 sucesso terapéutico, pode ser mais curto ou
mais longo (ELLIES, QUONDAMATTEO, LASKAWI, 2007).

O processo de recuperacao funcional do terminal nervoso apés a injecao de

toxina ndo é totalmente compreendido, sugerindo-se brotamento colateral de novos
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terminais (ramificacdo dendriticas ou formacg&o de uma ampla rede de brotos terminais
nervosos), ao lado do terminal nervoso principal (CARRUTHERS e CARRUTHERS,
2005a; EDGAR, 2001; DIA et al., 2014), formando novas conexdes sinapticas, feno-
meno conhecido como "end sprouting” (processo de reparacdo e reabilitagao
sinaptica), é reversivel e desaparece junto com o passar do efeito da toxina botulinica
(OLIVEIRA et al., 2013). Muitos autores afirmam que estes novos axonios colaterais
aparecem por volta do 28° dia, ficando os mesmos responsaveis por toda a conducao
nervosa deste entdo (SIDEBOTTOM, PATEL, AMIN, 2013).

Outros autores afirmam que por volta do 28° dia apds a aplicacéo, o principal
terminal nervoso comecga lentamente a recuperar sua capacidade de liberar neuro-
transmissores (BLITZER e SULICA, 2001), provavelmente através da sintese de nova
proteina SNAP-25 (SPOSITO, 2004; SIM, 2011), acompanhada pela involu¢cdo dos
novos brotos dendriticos (EDGAR, 2001; SPOSITO, 2004). J& outros autores afirmam
que o brotamento de novas terminagdes nervosas inicia-se no prazo de 2 meses
(MZLLER et al., 2011), ou que o crescimento de novos axonios terminais seja iniciado
dias apds o blogueio, até a constituicdo de novas sinapses, levando em torno 5 a 10
semanas para se completar (COBO et al., 2009). Em alguns estudos experimentais
com ratos, apdés a aplicacdo da droga, a mesma atingiria seu auge no 12° dia, tendo
o término do feito por volta do 35° dia (WEN, YUAN, HOU, 2009).

Especula-se que esses novos terminais nervosos sejam apenas transitorios, e
a neurotransmissao voltaria a ser realizada pelo terminal nervoso principal, sendo res-
taurado ao estado anterior (CARRUTHERS e CARRUTHERS, 2005a). Diante do
descrito, supdem-se que este brotamento neuronal ndo ocorre com a mesma intensi-
dade nas divisdes eferentes do sistema nervoso (somatico e autbnomo), sendo mais
lenta no sistema nervoso autbnomo (WALKER e DAYAN, 2014).

2.8.4. Estabilizantes da Toxina Botulinica Tipo A

A gelatina de origem animal € um produto obtido da hidrdlise parcial da proteina
colageno, a principal proteina estrutural no tecido conjuntivo da pele e dos ossos. Esta
contida em iniUmeros produtos utilizados na vida diaria. Para medicamentos, a mesma

possui a vantagem de baixissimo potencial alergénico, alto grau de biodisponibilidade
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e afinidade com o tecido das células (GELITA DO BRASIL, 2013). A fonte para o pro-
cesso de obtencdo da gelatina de origem animal pode ser a pele suina (gelatina tipo
A) ou originar-se a partir da pele e do osso bovino (gelatina tipo B) (SEGTNAN et al.,
2003). Desperta grande interesse por ser uma matéria-prima abundante e de custo

relativamente baixo para obtencao e produgcédo (MORAES et al., 2008).

Como estabilizante para a toxina botulinica tipo A, a gelatina de origem bovina
promove a droga um menor poder de difusdo, conferindo maior seguranca, em relacao
as drogas que utilizam a albumina humana, ja que esta Gltima possui um grande poder
de difuséo tecidual. Em relacdo ao poder alergénico da gelatina, ndo existe nenhum
estudo que comprove que a associacao gelatina-toxina botulinica produz maior efeito
adverso, ndo se podendo afirmar que ha maior grau de alergia a gelatina. Também
nao € capaz de transmitir doencgas infectocontagiosas, como doencas sexualmente
transmissiveis, HIV, HTVL, Hepatite B e C, ou seja, ndo tem capacidade de transmitir

doencas pridnicas, pois a gelatina é certificada como “prion free” (CRISTALIA, 2006).

Por ser de origem animal, a gelatina bovina poderia ser altamente alergénica.
Na bula da marca Prosigne® é contraindicado seu uso no tratamento de individuos
com historico de reacdes anafilaticas, enquanto que na bula de outras marcas, como
Botox®, que utiliza a albumina humana, ndo apresenta tal contraindicacdo
(PROSIGNE®, 2013 [bula]; BOTOX®, 2015 [bula]). Ainda ndo houveram notificacdes
de reacdes adversas ao medicamento, incluindo seus componentes excipientes. A
gelatina que funciona apenas como excipientes de conservacao do produto, e por isso
ndo possuiria principio ativo e logo seria irrelevante e inerte quanto aos objetivos

terapéuticos a serem atingidos.

2.8.5. Metabolizacdo e Excrecdo da Toxina Botulinica Tipo A

Ainda existem lacunas na literatura, com pouca informacao disponivel, sobre
0S mecanismos naturais para metabolizacéo e eliminacdo da toxina botulinica. N&o
existe nenhuma informacéo sobre os mecanismos farmacologicamente induzidos
para metabolismo e eliminacéo da toxina (RAVICHANDRAN et al., 2006).

Alguns autores afiram que apdés a aplicacdo da toxina botulinica e difusdo no

tecido ou 6rgado alvo através do espaco intersticial até atingir seu receptor alvo nas
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terminagfes nervosas, a toxina botulinica excedente € absorvida para a circulacédo
sanguinea e pode provocar efeitos sistémicos, mesmo que minimos. Vale ressalva
que, devido ao alto peso molecular, a droga ndo ultrapassa a barreira hematoencefa-
lica (SPOSITO, 2004). Em casos de tratamento de botulismo, por exemplo, dados
exatos e confiveis sobre suas taxas de metabolizag&o e eliminagdo ndo estdo dispo-
niveis (RAVICHANDRAN et al., 2006). Alguns estudos realizados em musculatura de
animais (ratos), demostrou que mesmo apos a aplicacdo da droga, ocorre difuséo pelo
musculo, sugerindo a metabolizacdo sistémica e excrecao urinaria. A metabolizacéo

sistémica ocorreria através de proteases (SPOSITO, 2004).

Jéa foi verificado que o sangue nao produz altera¢des estruturais importantes na
toxina botulinica e ndo interfere na sua atividade enzimatica catalitica, mantendo a
sua capacidade para bloquear a transmissdo neuromuscular. E ainda foi observado
que, quando na corrente sanguinea, apenas cerca de 27% da droga estava ligada a
albumina plasmaética, restando mais de 70% livre para ser redistribuida pelo orga-
nismo. E enquanto a toxina atinge seu tempo de meia-vida, ndo ha evidéncia de
metabolismo significativo sobre a mesma. Quando a toxina € inativada por anticorpo,
a depuracdo da mesma ocorre no figado e no baco, tornando-se indisponivel para
promover efeitos nas terminagdes nervosas (RAVICHANDRAN et al., 2006).

Porém, devido as pequenas quantidades de toxinas que sdo administradas com
fins terapéuticos, e por sua aplicacao local, faltam critérios para avalizar fisiologica-
mente in vivo as taxas de absorgao, distribuicdo, metabolismo e excregao (SAMPAIO,
COSTA, FERREIRA, 2004; LEBEDA et al., 2010).

2.9. Tratamento da Sialorreia com Toxina Botulinica

A toxina botulinica tipo A (BTX-A) e B (BTX-B) para o tratamento da sialorreia
€ uma opc¢dao terapéutica, cada vez mais utilizada e difundida. A BTX-A tem sido
aplicada em glandulas salivares (submandibular e parétida) na prética clinica, no
tratamento da sialorreia (TRUONG e JOST, 2006), pois € capaz de deprimir a
atividade secretora das glandulas salivares, como uma paralisia neurossecretora
(BOTHWELL et al.,, 2002; ELLIES et al.,, 2004). A utilizagdo da toxina para tratar
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sialorreia surgiu com a necessidade de uma forma terapéutica mais conservadora,

menos invasiva, sem que haja a realizagcao de procedimentos cirdrgicos.

O uso da toxina na sialorreia baseou-se numa publicacdo que datava de 1923,
onde Dickson e Shevsky observaram que o nervo timpanico, o qual estimula a saliva-
cao, era bloqueado em gatas infectadas pelo Clostridium botulinum (DICKSON e
SHEVSKY, 1923; ELLIES et al., 1999; SAVARESE et al., 2004). Em experimentos
pioneiros feitos com gatos, onde se realizaram injecao retrégrada da toxina botulinica
através dos ductos excretores de glandulas submandibulares e parétidas, verificou-se
uma diminuigdo da salivagdo, significativamente menor quando comparada com a
glandula ndo tratada, semelhante a uma desnervacéo parassimpatica das glandulas,
inferindo-se a hipétese de que o resultado era devido a falta de alguma acédo da ace-
tilcolina sobre as células glandulares (EMMELIN, 1961; EKSTROM et al., 1977).

Diante das complica¢Bes apresentadas com os procedimentos cirdrgicos e me-
dicagdo anticolinérgica para o tratamento da sialorreia, o tratamento local através da
aplicacdo da BTX-A ou B em glandulas salivares pode ser uma grande ajuda
(SAVARESE et al., 2004; LAGALLA et al., 2009; INTISO, 2012). A Academia Europeia
de Neurologia afirmou que a toxina botulinica deve ser considerada uma opc¢ao de
tratamento (ALTER, 2010), sendo cada vez mais indicada. N&do possui os efeitos
colaterais das medica¢cBes anticolinérgicas e ndo possui 0s riscos dos tratamentos
cirirgicos (BOTHWELL et al., 2002).

Desta forma, a BTX-A vem sendo amplamente promovida, enguanto que outras
drogas orais estdo mais propensas a julgamentos (BLASCO, 2010). Desde 1997, a
BTX-A passou a ser descrita como metodo eficaz de tratamento da sialorreia, sob a
forma de injecdo intraglandular (SAVARESE et al., 2004), inclusive em quadros de
sialorreia extensa (CORSO et al., 2011; KHAN et al., 2011).

A toxina botulinica pode ser utilizada em pacientes que apresentam evidéncias
cronicas de sialorreia, sem resposta a terapia comportamental ou medica (BHAYANI
e SUSKIND, 2008). Embora, a duracdo do efeito terapéutico seja limitada no tempo,
durando alguns meses. No entanto, as inje¢cdes podem ser repetidas na recorréncia
da sialorreia (BREHERET et al., 2011).

O tipo de sialorreia ndo influencia a resposta ao tratamento com BTX-A e

consiste em aplicacdo local intraglandular percutanea da toxina diluida em solucéo
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salina fisiolégica em glandulas salivares parétidas e/ou submandibulares. Ensaios
clinicos realizados em humanos, guiadas ou ndo pelo método de ultrassonografia
(USG), com ou sem placebo, revelaram a melhora dos sintomas de sialorreia na
maioria dos pacientes tratados (SAVARESE et al., 2004; BHAYANI e SUSKIND, 2008;
BREHERET et al., 2011). Muitos autores afirmam que o uso da toxina botulinica tipo
A para sialorreia € seguro e eficaz (ELLIES et al., 2002a; ELLIES et al., 2002b; COSTA
e FERREIRA, 2008; GOMES-CARAVACA et al.,, 2015; MALCHER et al., 2015;
MAHADEVAN et al., 2016). As aplicacdes podem ser feitas em adultos ou em
criangas, trazendo beneficios ndo sé aos pacientes, mas também aos familiares
(GERLINGER et al., 2007; BREHERET et al., 2011; CIFTC et al., 2013).

A necessidade de injecdes repetidas (BOTHWELL et al., 2002; WALKER e
DAYAN, 2014), ou aumento das doses para ter um bom resultado (GOK et al., 2013),
sao fatores considerados como desvantagens, principalmente em doencgas cronicas
(MENDES et al., 2010; WALKER e DAYAN, 2014). Além disso, para as injecdes re-
petidas, € necessaria maior cooperacdo dos pacientes e seus cuidadores
(SILLANPAA et al., 2015). Porém, a repeticido de inje¢cdes pode proporcionar efeitos
mais duradouros (BHAYANI e SUSKIND, 2008). O tratamento pode ser repetido du-
rante varios anos em algumas doencgas, como por exemplo, a doenca de Parkinson
(DP) e a leséo cerebral (LC). No entanto, outros autores acreditam na possibilidade
de haver efeitos em longo prazo depois de repetidas doses e ressaltam a necessidade
de estudos detalhados nesse ramo (REDDIHOUGH et al., 2010). O uso de BTX-B em
longo prazo pode fazer a eficacia desaparecer com o tempo (M@LLER et al., 2015),
mas segundo Sillanpaa et al. (2015), aplicagdes repetidas na glandula submandibular
de humanos, continua com efeito adequado. Uma nova aplicacdo néo é recomendada
antes de completar 3 meses da ultima dose, sendo que a dosagem deve ser
personalizada para a gravidade e problema clinico do paciente (ALTER, 2010). Faz-

se necessarios mais estudos sobre o uso crénico da toxina.

Este tratamento promete poucos efeitos colaterais, além de permitir que a se-
crecdo salivar mantenha o umedecimento da cavidade oral adequadamente
(ERASMUS et al., 2010). A eficacia da agcdo da BTX-A para sialorreia foi constatado
por dados objetivos, como a diminuicdo do numero de babadores usados para higie-

nizacao do paciente, escala de aspiragcédo de saliva ou mesmo por dados subjetivos
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relatados pelo cuidador do paciente (SAVARESE et al., 2004). A severidade e a fre-
guéncia da sialorreia pode ser mensurado pela tabela de Thomas-Stonell e Greenberg
e pelos critérios de Wilkie e Brody (SAGAR et al., 2016).

Foi verificado, através de um estudo morfolégico macroscopico por imagens
ultrassonogréficas das glandulas parétidas e submandibulares humanas, ndo haver
alteracbes das mesmas apods o terceiro més da aplicacdo da BTX-A (COSTA e
FERREIRA, 2008). Porém, um estudo recente descreve ter ocorrido reducdo no vo-
lume de glandulas injetadas (MATSUOKA et al., 2016), reafirmando a ideia de muitos
dados cientificos ainda controversos.

A injecdo pode ser feita na glandula submandibular, na parétida ou em ambas,
simultaneamente. Injetar apenas as glandulas submandibulares parece ser uma abor-
dagem promissora e mais eficiente, uma vez que estas glandulas sdo as principais
responsaveis pela maior parte da producdo da saliva ndo estimulada (KALF et al.,
2007). Todavia, é importante salientar que quando a aplicacao se faz apenas na glan-
dula submandibular, o pool excessivo de saliva pode manter-se na cavidade oral pelo
fluxo compensatorio da glandula parétida (ERASMUS et al., 2011). Alguns autores
propdéem, entdo, que as aplicacbes sejam guiadas por ultrassom de ambas as glan-
dulas submandibulares e glandulas parétidas (BREHERET et al., 2011). A glandula
sublingual é raramente injetada (TRUONG e JOST, 2006).

A injecéo intraglandular da BTX é feita através de trés diferentes técnicas, que
sdo: através do método palpatdrio, usando marcos anatébmicos com palpacéo da glan-
dula; aplicacdo orientada por ultrassonografia (USG); aplicacdo orientada por
eletromiografia (EMG) (MONTGOMERY et al., 2014; DANIEL, 2015); e como a esti-
mulacdo elétrica transcutdanea (TENS) (BRODSKY, SWOPE, GRIMES, 2012;
CAVALLINI, 2014). E preferivel o uso de aplicag&o orientada por USG (JOST, 2016),
pois até 65% dos pacientes podem apresentar alguma variagcdo anatdomica da glan-
dula salivar (QUEZADA-GAON et al., 2016). Este é util ndo s6 para isolar as glandulas,
mas para evitar atingir os musculos adjacentes envolvidos na mastigagéo, degluticdo
e estruturas vasculares, permitindo identificar o melhor local para a aplicacao (ALTER,
2010; MATSUOKA et al., 2016).

Geralmente é utilizado o ultrassom de tireoide e a injecdo de ambos os pares
de glandulas bilateralmente resulta em melhor sucesso. Uma agulha de insulina de
0,5 cm é recomendada para fazer a aplicagdo da toxina. Com esta pequena agulha, a
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glandula pode ser facilmente injetada, evitando aplicar a BT X-A inadvertidamente em
qualguer um dos musculos subjacentes (ALTER, 2010), e evitando todas as &reas
vasculares mais profundas da glandula (BANERJEE, GLASSON, O’FLAHERTY,
2006; GERLINGER et al., 2007), eliminando complicacdes na aplicacédo. Além de au-
xiliar na localizagéo das glandulas, a USG auxilia na visualizagdo da dispersao da
toxina através da glandula (AUGUSTO e PEREZ, 2006), tornando a aplicacdo um
método mais seguro, que garante um efeito clinico ideal e evita possiveis efeitos co-
laterais prejudiciais (JONGERIUS et al., 2003; LUNGREN et al., 2016). Muito embora,
ndo ha nenhuma exigéncia para a orientacdo de ultrassom (GOMES-CARAVACA et
al., 2015). Vale ressaltar, entretanto, que nem sempre os aparelhos de ultrassonogra-
fia sdo de facil acesso (LEE et al., 2010), devendo-se aplicar pela palpacao direta da
glandula salivar (VAILE e FINLAY, 2006; ALTER, 2010) e por sua localizacdo anat6-
mica (CORDIVARI et al., 2004; LEE et al., 2010).

Nas glandulas salivares, a BTX-A além de diminuir o fluxo salivar e atrofia
glandular, promove uma diminuicdo do nivel da expressao das proteinas SNAP-25 e
enzima AChE, e aumento a expressao dos receptores M3 (XU et al., 2013). Também
ja foi descrito que ha uma diminuicdo da expresséo e inibicdo da translocacéo de
AQP5 a partir do citoplasma para a membrana plasmatica apical. Estes efeitos séo
recuperados com o passar do tempo (XU et al., 2013; XIE et al., 2016).

Apesar da duracdo limitada de sua acdo, é considerado um procedimento
pouco invasivo, relativamente indolor e rapido (BHAYANI e SUSKIND, 2008;
MENDES et al., 2010; GOK et al., 2013). Jongerius et al. (2003), preconiza que para
garantir o espalhamento da toxina por todo o parénquima glandular, que a mesma
seja injetada em dois pontos da glandula, ou em uma inje¢cdo mais profunda e que

ocorram pequenos derrames da droga na medida em que a seringa for sendo retirada.

O procedimento de injecdo nas glandulas pode ser realizado sob anestesia lo-
cal ou geral (MONTGOMERY et al., 2014; DANIEL, 2015). A sedacao (sedacéo
intravenosa ou nédo, principalmente em criangas) e analgesia, com uma combinagao
de creme anestésico topico, e o gas de oxido nitroso, por via oral, podem ser suficien-
tes para permitir que o processo seja bem tolerado pelo paciente (BANERJEE,
GLASSON, O’FLAHERTY, 2006; CIFTCI et al., 2013). Entretanto, alguns autores re-
comendam anestesia geral para determinado grupos de pacientes, principalmente em
criancas, sendo uma desvantagem para essa opcao terapéutica (JONGERIUS et al.,
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2004b, VAILE e FINLAY, 2006; GOK et al., 2013). Em pacientes pediatricos, frequen-
temente se faz necessério a injecdo em glandulas parétidas e submandibulares
bilateralmente para obter uma reducéo eficaz da sialorreia, necessitando de anestesia
geral, o que pode aumentar o custo e o risco de complicacdes e efeitos colaterais
(HASSIN-BAER et al., 2005).

Embora temporaria, a duracdo da acdo da BTX-A para reduc¢éo do fluxo salivar
é satisfatoria. Pela escassez de trabalhos na literatura, pouco se sabe sobre os efeitos
da BTX- A sobre glandulas salivares em longo prazo (VASHISHTA et al., 2013), da
combinacgao de glandulas salivares injetadas no mesmo paciente (JONGERIUS et al.,
2004b), bem como a dose ideal para alcancar os resultados satisfatorios (VASHISHTA
et al., 2013), com o minimo de efeitos adversos para os pacientes. Diante de todo o
exposto, a aplicacdo da BTX-A, deve ser considerada uma alternativa terapéutica

vélida antes de se optar por outro tratamento mais invasivo (CAPACCIO et al., 2008).

2.10. Efeitos Adversos do Tratamento da Sialorreia com Toxina Botulinica

Pouco se sabe dos reais efeitos colaterais da aplicacdo da BTX-A em glandulas
salivares, pois na literatura corrente os estudos séo com amostras de tamanhos pe-
guenos e nao identificam claramente estes possiveis efeitos adversos (BHAYANI e
SUSKIND, 2008). Logicamente pode-se pensar que, como a toxina botulinica € inje-
tada localmente, isso evita os efeitos colaterais sistémicos observados com os
medicamentos anticolinérgicos (DANIEL, 2015). Com a BTX-A, os efeitos adversos
sdo uma consequéncia do seu mecanismo de acdo longe ou préximo do alvo, podendo

ser tolerados ou mitigados através de alteracdes da dose (BRIN, 1997).

Embora alguns estudos clinicos mostrem que a aplicacdo da toxina botulinica
para o gerenciamento da sialorreia pode trazer efeitos adversos, estes sGo menores
que outras opcdes atuais de tratamento (VASHISHTA et al., 2013), sendo leves e
pouco frequentes (GOMES-CARAVACA et al., 2015). Os efeitos colaterais, quando
existentes, sao classificados como locais e/ou sistémicos, estando alguns deles rela-
cionados com o mecanismo de acao da propria droga (CARVALHO, JANKOVIC,
PAPPERT, 2011).
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Como o efeito da toxina é temporario, todas as possiveis complica¢cdes sao
reversiveis, ndo acarretando maiores problemas aos pacientes (AMANTEA et al.,
2003), e para reduzir a probabilidade de uma resposta secundaria, a toxina sé deve
ser aplicada quando os sintomas levarem a comprometimentos clinicos e nas meno-
res doses possiveis (HELMSTAEDTER et al., 2008). Seu uso em criangas e adultos
€ seguro. Quando se trata de fins cosméticos, no qual se utilizam doses bastante mo-
destas, essa seguranca € ainda maior (CARRUTHERS e CARRUTHERS, 2005b).
Mesmo assim, apesar da aplicacao local prometer ser uma medida terapéutica se-

gura, podem ser observados alguns efeitos colaterais.

Estes efeitos, na maioria das vezes, ocorrem por erro de aplicacéo ou por conta
da difusdo da toxina pelo espaco intercelular até atingir seu alvo, mas também para
regides vizinhas (pela puncéo na capsula da glandula) e/ou devido os efeitos resul-
tantes da disseminacdo e absor¢do hematogénica (corrente sanguinea),
possivelmente devido ao volume de fluido injetado, com distribuicdo sistémica, po-
dendo causar efeito colateral neste nivel (CARVALHO, JANKOVIC, PAPPERT, 2011,
BRODSKY, SWOPE, GRIMES, 2012; TIGHE et al., 2014). Assim, a utilizacdo de USG
pode reduzir esses riscos, especialmente para inje¢cdes na glandula submandibular
(CIFTCl et al., 2013; QUEZADA-GAON et al., 2016; SHARIAT-MADAR et al., 2016).

Os efeitos indesejados locais geralmente se originam em decorréncia da pré-
pria aplicacdo e € possivel observar dor, edema, eritema e disfagia (LU e LIPPITZ,
2009). Deve ser evitada em areas de infeccbes ativas (CARRUTHERS e
CARRUTHERS, 2005b). Também ja foram observados pneumonia aspirativa, disfagia
grave e perda do controle motor da cabeca (CHAN et al., 2013), por paralisia motora,
com a colocacao de sonda nasogastrica ou admisséo hospitalar devido a dificuldades
respiratorias (SHARIAT-MADAR et al., 2016).

No tratamento da sialorreia, em alguns casos, a BTX-A pode provocar a produ-
cao de uma saliva espessada (mudanca na viscoelasticidade de saliva), fazendo com
que a mastigacdo e degluticdo fiquem prejudicadas. A desnervacao parassimpatica
diminui 0 componente aquoso da saliva, e dessa forma, aumentando a concentragao
de mucinas. Entretanto, o fenbmeno oposto pode indicar que o aumento reflexo da
secrecdo salivar provém de outras glandulas salivares (fluxo compensatorio), ou em
uma condi¢do de nado responsividade da glandula tratada. Mas é impossivel prever
como o paciente ird responder ao tratamento (ERASMUS et al., 2011).
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Quando a aplicacédo é realizada de maneira ineficiente, sem conhecimento da
sua administracéo e doses, pode gerar diminui¢céo do fluxo salivar, como por exemplo
a xerostomia (“boca seca”) (ADRIENN, 2006; GAMA, 2010; REDDIHOUGH et al.,
2010), causando desconforto para o paciente, onde alguns microrganismos podem
proliferar, resultando em doencgas oportunistas (SREEBNY, 2000). Um contra-argu-
mento para a xerostomia, é a preserva¢ado dos terminais nervosos adrenérgicos, o que
sustentaria a atividade secretora basal (secrecéo residual de saliva) (ELLIES et al.,
2004; GERLINGER et al., 2007).

A xerostomia € geralmente acompanhada por infec¢gées crénicas da mucosa
bucal, aumento do indice e recorréncia de céries, alta taxa de progressédo da desmi-
neralizacdo dentaria, tartaros e doencas periodontais (gengivite e periodontite),
alteracdes na mucosa, alteracédo do paladar (acuidade gustativa), fala ou fonacao di-
ficultada, problemas de mastigacao, disfagia, mau hdlito, outras disfuncdes
estomatognaticas, problemas de digestéo e absorcao de alimentos e infeccéo por bac-
térias e fungos, principalmente do género Candida spp. Pode ainda conduzir o
individuo a um estado de depresséo e piora da qualidade de vida (AMANTEA et al.,
2003; GERLINGER et al., 2007; MELFI e ALLEY, 2010).

Foi observado que, com a diminui¢céo do fluxo salivar, aumento a concentragao
de Na*, CI" e a proteina total. O aumento da viscosidade da saliva pode ser conse-
guéncia do aumento das proteinas totais e a algum mecanismo compensatoério sobre
a acado do receptor [B-adrenérgicos (acdo simpatica) (MJLLER et al.,, 2015;
PETRACCA et al., 2015). Alteracdes na saliva, podem levar a uma funcédo diminuida
de agregacao bacteriana e aumentar a susceptibilidade a céarie dentaria (ANDERSON
et al., 1994; CORDIVARI et al., 2004). A diminui¢do do efeito tampao, que a saliva
realiza quando em quantidades normais, leva a um pH 6timo para a proliferacdo de
microrganismos causadores de doencas oportunistas (SANIOTO et al., 2013). O pa-
ciente deve ser informado a respeito do cuidado dental e oral devido a salivagao
reduzida (TRUONG e JOST, 2006).

Foram citados sensacgéo de pressdo na glandula durante as refeigdes, aumento
transitorio da sialorreia, ou inicio de inchaco glandular secundario a injecdo de
grandes volumes, mas o paciente pode realizar uma massagem sobre a glandula
(GERLINGER et al., 2007; KRUEGEL et al.,, 2010; REDDIHOUGH et al., 2010);
formacdo de sialolitiase e sialodenite subsequentes a aplicacdo intraglandular da
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toxina. O inchagco dos tecidos subjacentes da sialodenite aguda pode levar a
compresséo das vias aéreas (YUAN e SHELTON, 2011).

Outras reacoes locais sao relatadas como sangramento, hematoma e infeccao
no local da aplicacdo, além de inclinacdo facial temporaria (CORDIVARI et al., 2004;
CH, 2010). Em caso de difusédo ou injecdo em musculos vizinhos, como 0os masculos
da faringe e esternocleidomastoideo, pode causar disfagia secundéaria (JONGERIUS
et al.,, 2003; CH, 2010; REDDIHOUGH et al., 2010). Os sintomas da disfagia se
manifestam em torno de uma semana apdés a injecdo e melhora por volta da 62 a 82
semana (TIGHE et al., 2014). Outro possivel efeito, é a luxacdo recorrente do 0sso
mandibula apds o tratamento da sialorreia com BTX-A (TAN et al., 2001), fraqueza
musculo do masseter, lesdo do nervo facial e pode se espalhar atingindo os musculos
oculares (CORDIVARI et al., 2004; TURK-GONZALES e ODDERSON, 2005).

Sistemicamente a toxina ira ter tropismo por termina¢des nervosas colinérgicas,
que pode causar enfraguecimento muscular longe do local de aplicacdo. A cinética de
difusdo da toxina no interior do tecido, depende da composicéo de proteinas, tamanho
molecular, volume injetado, dose aplicada, método de injecéo, calibre da agulha, dis-
tancia da ponta da agulha a juncdo neuromuscular, nimero de injecdes, e, no caso
de musculatura, da sele¢cao do musculo alvo (BRODSKY, SWOPE, GRIMES, 2012).

Os efeitos sistémicos incluem nausea, fraqgueza muscular, fadiga, mal-estar,
irritacdo, erupcao cutanea, ptose e sintomas gripais. Efeitos sistémicos sdo raramente
observados, mas quando presentes séo relatados nauseas, fadiga, indisposicao e
fraqueza generalizada. Os sintomas relacionados a gripe séo febre, dores de cabeca,
gueimacéao, fastio, tosse, inflamacédo da garganta, mal-estar geral e fadiga, podem
aparecer em torno de um més apos a aplicacdo, mas ndo trazem qualquer fator de
risco, sendo considerados leves ou moderados, que duram menos de 2 semanas, com
tratamento convencional para gripe (BAIZABAL-CARVALLO, JANKOVIC, PAPPERT,
2011; CARVALHO, JANKOVIC, PAPPERT, 2011). Ja foi relatado situacao rara de
acdo sobre o sistema cardiovascular, incluindo arritmica e infarto cardiaco. Mas o
paciente ja havia a doenca de base, porém nédo se sabe a relacdo com a BTX-A
(PROSIGNE®, 2013 [Bula]).



94

3. JUSTIFICATIVA

As glandulas salivares sao sede de variados processos patologicos, seja por
uma causa local, ou constituindo epifen6menos de enfermidades sistémicas, as quais
podem manifestar distlrbios na secrecao salivar. Como se sabe da importancia da
saliva e das glandulas salivares, conhecer sua morfofisiologia e compreender os di-

versos estados fisiopatologicos que acometem estes 0rgaos sao fundamentais.

Muitas das desordens neuromotoras traz como sinal clinico a sialorreia. O tra-
tamento da sialorreia em pacientes com desordens neuroldgicas se faz necessario
pelo constante risco de infeccdo pulmonar, dermatite perioral, dificuldade de higiene,
perda de fluidos e eletrélitos, dificuldades para falar, isolamento social, dentre outros
agravos para a saude geral, assim como diminuicdo da qualidade de vida e baixa

autoestima do paciente e de seus familiares, com prejuizo psicologico.

Diversos os tratamentos sdo possiveis para sialorreia, desde a administracao
de medicamentos, terapias oromotoras, tratamento com radiacdo e cirurgias. Porém
estes cuidados trazem ou acarretam efeitos colaterais graves, sdo pouco eficientes
ou muito invasivos para o paciente. Diante disso, uma nova opc¢ao terapéutica surge

com a aplicacéo da toxina botulinica A (BTX-A) em glandulas salivares.

Sao poucos os estudos descrevendo pormenorizadamente a acdo da toxina
botulinica no tecido glandular, assim como as consequéncias dos seus possiveis efei-
tos colaterais. O melhor conhecimento sobre os aspectos histofuncionais das
glandulas salivares sob a influéncia da toxina e da eficacia do seu estabilizante, con-
tribui diretamente para sua aplicacao clinica e para a confiabilidade dos profissionais
em recomenda-la a seus pacientes com sialorreia. Também sdo escassos estudos
sobre a influéncia da BTX-A em aplicacéo glandular no microbioma oral, trazendo a
necessidade de estudos mais acentuados da microbiota oral. O mesmo se aplica a
acdo da droga em nivel sistémico, inexistindo dados concisos sobre o metabolismo e

excrecao da toxina.

O presente projeto traz beneficios a sociedade, uma vez que visa fornecer mai-
ores esclarecimentos sobre a seguranca da BTX-A da marca Prosigne®, que tem vasta
indicacdo na saude publica, além de avaliar a possibilidade de incorporacdo de

marcas comerciais menos dispendiosas nessa conduta clinica.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar se o tratamento com injecao intraglandular de toxina botulinica tipo A
no complexo submandibular-sublingual de ratas promove alteracdes histolégicas na
glandula, bem como, alteracbes bioquimicas na saliva e no soro sanguineo,
mudancas na microbiota fungica oral e alteracdes toxicoldégicas no metabolismo

hepético e renal destes animais.

4.2. Objetivos Especificos

Nos grupos com complexos submandibulares-sublinguais tratados com BTX-A da
marca Prosigne® (Cristalia, Itapira, SP, Brasil) e gelatina de origem bovina (Gelita do

Brasil Ltda., S&o Paulo, Brasil):

A — Verificar a presenca de apoptose pelo método TUNEL,;

B — Observar os aspectos histolégicos dos complexos submandibulares-sublinguais e

dos linfonodos submandibulares;
C — Analisar qualitativamente a microbiota fungica da cavidade oral das ratas;
D — Comparar a composi¢ao bioquimica proteica da saliva total dos grupos de estudo;

E — Mensurar bioquimicamente os eletrélitos da saliva e do soro sanguineo dos ani-
mais;
F — Verificar as fungdes hepaticas e renais através de exames de bioquimicos sorolo-

gicos das ratas;

G — Observar e descrever os achados histopatologicos dos tecidos hepaticos e renais

de ratas.
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5. HIPOTESES

HO — O uso de BTX-A nao promove apoptose na glandula submandibular e sublinguial

dos animais tratados;

H1 — O uso de BTX-A promove apoptose na glandula submandibular e sublinguial dos

animais tratados;

H2 — O uso de BTX-A para tratamento da sialorreia ndo altera a composi¢éo bioqui-

mica proteica da saliva dos animais tratados;

H3 — O uso de BTX-A para tratamento da sialorreia altera a composicédo bioquimica

proteica da saliva dos animais tratados;

H4 — O uso de BTX-A para tratamento da sialorreia ndo altera a microbiota fangica

oral dos animais tratados;

H5 — A BTX-A para sialorreia altera a microbiota fangica oral dos animais tratados;
H6 — A BTX-A para sialorreia ndo altera as fun¢des renais dos animais tratados;

H7 — A BTX-A para sialorreia altera as fungdes renais dos animais tratados;

H8 — A BTX-A para sialorreia ndo altera as func¢des hepaticas dos animais tratados;
H9 — A BTX-A para sialorreia altera as fun¢des hepaticas dos animais tratados;

H10 — O uso de BTX-A para tratamento da sialorreia ndo altera a concentracdo de

ions presentes na saliva dos animais tratados;

H11 — O uso de BTX-A para tratamento da sialorreia altera a concentracdo de ions

presentes na saliva dos animais tratados;

H12 - O uso de BTX-A para tratamento da sialorreia ndo altera a concentracéo de ions

presentes no soro sanguineo dos animais tratados;

H13 - O uso de BTX-A para tratamento da sialorreia altera a concentracao de ions

presentes no soro sanguineo dos animais tratados;

H12 — O uso de BTX-A para tratamento da sialorreia altera os linfonodos submandi-

bulares dos animais tratados;

H13 — O uso de BTX-A para tratamento da sialorreia néo altera os linfonodos subman-

dibulares dos animais tratados.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Consideracdes Eticas

Este projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Centro de Biociéncias (CB) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), sob o parecer de numero 23076.023152/2014-14, oficios 58/14
(Anexo 1) e 11/17 (Anexo II). O cuidado com os animais foi baseado seguindo das
recomendacdes da Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ (ANDRADE, PINTO,
OLIVEIRA, 2002), Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 2013,
2015), “Guide for Care and Use of Laboratory Animals, 8™ edition” publicado pelo Na-
tional Institute of Health, USA (NIH, 2011), Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), Council for International Organizations for
Medical Science, USA (CIOMS, 2012) e International Council for Laboratory Animal
Science, USA (ICLAS, 2012).

6.2. Tipo, Caracterizacado e Localizacdo do Estudo

O presente estudo, do tipo pesquisa aplicada, experimental, descritiva e anali-
tica, foi realizado no laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
Nucleo de Cirurgia Experimental (NCE) do Programa de Pos-Graduacao em Cirurgia
(PPGC) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal de Pernam-
buco (UFPE), Laboratorio de Anatomia do Departamento de Anatomia do Centro de
Biociéncias (CB, UFPE), Laboratorio de Proteinas do Departamento de Bioquimica
(CB, UFPE), Laboratério de Micologia Médica do Departamento de Micologia (CB,
UFPE), Laboratoério de Patologia Clinica Veterinaria do Hospital Veterinario Escola
(HOVET, UFRPE) do Departamento de Medicina Veterinaria (DMV, UFRPE) e Centro
de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) da UFRPE.
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6.3. Obtencao e Cuidados com os Animais

Foram utilizadas 32 ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, variacao al-
binus, classe Mammalia, ordem Rodentia, familia Muridae, subfamilia Murinae),
fémeas, aparentemente saudaveis, adultas (idade em torno de 217 dias e desvio pa-
drédo de £ 20,65) (SENGUPTA, 2013), pesando entre 200-300 g (média de 239,87 g e
desvio padréao de + 13,82), provenientes da colonia do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e do Biotério do Departamento de Mor-
fologia e Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) e mantidos no Biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental (NCE, PPGC,
CCS, UFPE). O biotério apresentava fluxo de pessoas e insumos definidos, e era pro-

tegido por barreiras sanitarias (sistema de filtracdo de exaustao na altura das gaiolas).

Os animais tiveram livre acesso a agua filtrada via oral e comida (ad libitum),
com dieta balanceada padrdo para roedores do biotério (Presence® Nutricdo Animal
para Ratos e Camundongos, Sao Paulo, SP, Brasil). Mantidos em gaiolas apropriadas
(4 animais por gaiola de polipropileno com dimenséao de 41 x 34 x 16 cm), temperatura
de 22 £ 2 °C, ciclo claro/escuro de 12/12 horas (luzes acesas das 6:00 as 18:00 horas),
umidade relativa em torno de 50%, exaustdo de ar e aclimatados um més antes da
realizacdo dos procedimentos, segundo as recomendacdes éticas. Todas as

manipulacdes experimentais foram realizadas entre 7:00 e 10:00 horas.

6.4. Definicbes dos Grupos de Estudo

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 5
(cinco grupos), sendo um grupo controle e mais quatro grupos tratados, com o minimo

de seis repeticbes por grupo estudado. Os animais foram divididos aleatoriamente:

e Grupo I (Controle): 7 animais sem qualquer tratamento;

e Grupo Il (BTX-A 12): 7 animais, cujas glandulas submandibulares direitas
receberam injecdo de toxina botulinica tipo A (BTX-A) da marca Prosigne®
(Cristdlia, Itapira, SP, Brasil). As amostras para as analises foram coletadas 12

dias apos o tratamento;
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Grupo Il (BTX-A 35): 6 animais, cujas glandulas submandibulares direitas
receberam injecdo de toxina botulinica tipo A (BTX-A) da marca Prosigne®
(Cristélia, Itapira, SP, Brasil). As amostras para as analises foram coletadas 35
dias apds o tratamento;

Grupo IV (GEL 12): 6 animais com glandulas submandibulares direitas tratadas
com injecao de gelatina de origem bovina, um estabilizante da BTX-A (Gelita
do Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil). As amostras para as analises foram
coletadas 12 dias ap0s o tratamento;

Grupo V (GEL 35): 6 animais com glandulas submandibulares direitas tratadas
com injecdo de gelatina de origem bovina (Gelita do Brasil Ltda., S&o Paulo,

Brasil). As amostras foram coletadas 35 dias ap0s o tratamento.

As glandulas submandibulares de ratos integram o complexo submandibular-

sublingual. Os periodos de 12 e 35 dias sao referentes respectivamente ao pico de

acdo da droga e término do efeito em ratos segundo Wen, Yuan e Hou (2009). O

estudo envolveu procedimentos experimentais de baixo risco, e desta forma nao

houveram perdas animais.

6.4.1. Organograma da distribuicdo dos grupos de estudo:

Grupos de
Tratamentos

Tratamentos

Dias de
Analise
(Grupos de
Estudo)

32 animais (ratas Wistar)

7 animais — grupo | 13 animais — grupos Il (n=7) e lll (n=6) 12 animais — grupos IV (n=6) e V (n=6

(Sem Tratamento) (Toxina Botulinica Tipo A — Prosigne®) (Gelatina de Origem Bovina)
| | |
Glandulas 2,5 U de BTX-A em 0,1 mL de cloreto 0,125 mg de gelatina bovina em 0,1

Submandibulares de sédio 0.9% — Glandulas mL de cloreto de sodio 0,9% —
Direitas sem quaisquer !

tratamentos

Submandibulares Direitas

Ablacdo das 7 Ablacdo das 7 Ablagdo das 6 Ablagdo das 6 Ablacdo das 6

glandulas sem gldndulas com gldndulas com gléndulas com glédndulas com
tratamento. 12 dias. 35 dias. 12 dias. 35 dias.

(Controle) (BTX-A 12 dias) (BTX-A 35 dias) (GEL12 dias) (GEL 35 dias)

6.5. Tratamento dos Animais

Paulo,

Inicialmente, os animais foram pesados em balanca digital (Fanem® Ltda., S&o

Séo Paulo, Brasil) para determinacdo da quantidade de solucdo anestésica a

ser utilizada individualmente, anestesiados com cloridrato de quetamina (50 mg/kg de

Glandulas Submandibulares Direitas
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peso — Clortamina®, BioChimico, Itatiaia, Rio de Janeiro, Brasil) e cloridrato de xilazina
(10 mg/kg de peso — Rompun®, Bayer S.A., Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) como rela-
xante muscular, na propor¢ao de 1:1 associados ha mesma seringa, de acordo com o

peso dos animais e administrados por via intramuscular.

Apébs anestesia, foi realizada antissepsia com digluconato de clorexidina a 2%
(FGM do Brasil®, Joinvillle, Santa Catarina, Brasil) e tricotomia da regido cervical dos
animais. Nos animais dos grupos BTX-A, as glandulas submandibulares direitas dos
complexos submandibulares-sublinguais, receberam dose Unica de injecao intraglan-
dular com 2,5 U de toxina botulinica tipo A (Prosigne®, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil),
reconstituida em 0,1 mL de solucao de cloreto de sédio 0,9% (dia 0). A diluicdo da
droga em cloreto de sédio 0,9% seguiu rigorosamente a técnica, evitando-se o borbu-
Ihamento e agitacdo do diluente sobre a toxina (ELLIES et al.,1999; ELLIES et al.,
2000; ELLIES et al., 2006a; PROSIGNE®, 2013 [Bula]).

Posteriormente foi realizada nos grupos de gelatina bovina (GEL) a administra-
cdo da injecdo intraglandular de 0,125 mg de gelatina de origem bovina (Gelita do
Brasil Ltda.) diluida em 0,1 mL de cloreto de sddio 0,9% (solucéo salina ou soro fisio-
l6gico convencional) na glandula submandibular direita do complexo submandibular-

sublingual, em dose Unica (dia 0).

Para as aplicacdes utilizou-se seringa de insulina de 1 mL/cc ultrafina, com
agulha de calibre de 8 mm (5/16") x 0,3 mm (30G) (BD, Curitiba, Parand, Brasil) e
foram realizadas pelo método palpatério e pela localizacdo anatbmica do complexo

submandibular-sublingual.

6.6. Obtencdo dos Isolados Fungicos da Cavidade Oral dos Animais

ApoOs a realizacdo do procedimento anestésico e verificagdo da efetividade da
mesma, posicionou-se o animal em decubito dorsal em mesa previamente preparada
e coberta com um campo cirGrgico esterilizado (ARAUJO et al., 2007). A cavidade oral
do animal foi aberta com o auxilio de uma pinc¢a clinica. Procedeu-se com um exame

clinico para verificar se os animais apresentam lesées na mucosa oral.
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Apbs a referida anamnese, a lingua foi tracionada anteriormente, com auxilio
de gaze estéril e foi realizada coleta da microbiota fungica do dorso da lingua, palato
e mucosa jugal da cavidade oral das ratas através de um swab estéril friccionado por
2 minutos pela mucosa oral. As amostras coletadas foram transferidas para tubos de

ensaio estéril e vedado contendo 5 mL de agua adicionada de 50 mg/L cloranfenicol.

Posteriormente, para a realizacdo da microscopia direta, foram preparadas la-
minas por esfregaco a partir do material biolégico coletado pela friccdo de novo swab
pela mucosa oral, gotejado o corante Azul de Amann, clarificado com solucdo aquosa
a 20% de hidroxido de potéssio e observacéo no microscépio optico Olympus Cx21
(Olympus Optical do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil). Além disso, foram feitas
coletas da cama de maravalha das gaiolas e da racdo padrdo do biotério de

alimentacédo dos amimais como forma de controle.

6.7. Colheita de Saliva Total dos Animais

ApOs a realizacao da anestesia (conforme descrito no item 6.4) e coleta da mi-
crobiota oral (item 6.5), prosseguiu-se com a estimulagéo do fluxo salivar para coleta
da saliva. A secrecéo salivar foi estimulada com solu¢do aquosa de Cloridrato de Pi-
locarpina a 0,5% (Férmula Manipulada. Pharmapele, Recife, PE, Brasil), na dose de
0,4 mg/Kg de peso corporal, injetada por via intraperitoneal. Posteriormente os
animais foram colocados em um detentor de animais multiunidade projetado para
permitir o recolhimento de varios animais ao mesmo tempo em posicao de decubito
ventral, inclinado para frente dos animais em torno de 8 graus, impedindo que os

animais engolissem a saliva (BENARD et al., 1956).

Para cada animal, foi verificado, desde o momento da injecdo intraperitoneal
da pilocarpina, o tempo que se levou para iniciar a salivacéo (fase lag), seguindo do
tempo de fluxo maximo, por um periodo de 40 minutos. A saliva mista foi coletada
diretamente da boca dos animais através de gotejamento em pote coletor universal
de 80 mL. O periodo entre a inje¢do da pilocarpina e a primeira gota de saliva foi
considerado como fase lag (LOPEZ-SOLIS et al., 2001). Posteriormente 1 mL da
saliva secretada foi aliquotada com pipetador automéatico (Eppendorf do Brasil, Sdo

Paulo, SP, Brasil), armazenada em tubos de microcentrifuga de 2 mL estéreis
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(Eppendorfs, Sao Paulo, SP, Brasil), mantidos em gelo e centrifugada a 5000 rpm por
5 minutos, para remover possiveis células da mucosa oral. O precipitado foi
descartado e o sobrenadante transferido para novos tubos estéreis e congelados em

freezer na temperatura de —20°C, até o momento das analises.

6.8. Colheita e Fixagcdo do Complexo Submandibular-Sublingual e Linfonodos

Nas respectivas datas de cada subgrupo (12 e 35 dias apds as injecdes intra-
glandulares), os animais foram novamente pesados e anestesiados com injecao
intramuscular de xilazina e quetamina, conforme descrito anteriormente, e a saliva
novamente coletada. Apdos a coleta da saliva, foi realizada antissepsia da regido cer-
vical dos animais com digluconato clorexidina a 2 %, seguida de incisdo cervical
mediana com lamina de bisturi n.° 15 (Embramed, Medjet — produtos para Saude GI6-
ria, Joinville, Santa Catarina), divulsdo dos tecidos com tesoura de ponta romba,
exposicao do complexo submandibular-sublingual e linfonodos associados, e posteri-

ormente sua excisao (sialoadenectomia unilateral) (JONJIC, 2001).

Imediatamente os complexos submandibulares-sublinguais foram seccionados
transversalmente e juntamente com os linfonodos, fixados em formol 10% tamponado,

pH 7,2 por 48 horas, para processamento histolégico convencional (TIMM, 2005).

6.9. Colheita de Sangue, Figado e dos Rins

Apos a sialoadenectomia da glandula submandibular direita, procedeu-se com
a abertura da cavidade toracica do animal com a exposi¢éo do coracdo. Com seringa
descartavel de 5 mL (Luer Lock, Descarpack, Fibra Cirargica, Joinville, Santa Cata-
rina, Brasil), foi feita pung&o cardiaca de 4 mL a 5 mL de sangue, armazenado em
tubos tipo Falcon estéril de 15 mL (Global Trade, Monte Alto, Sdo Paulo, Brasil) sem
anticoagulante ou ativador de coagulos e mantido em repouso (COSTA et al., 2012).
Para o procedimento, os animais ndo estavam sob jejum (CASTRO et al., 2014).

Posteriormente foi realizada uma incisdo na cavidade abdominal dos animais, o figado
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e rins foram removidos (MOLLER e VAZQUEZ, 2011), fixados em formol 10%
tamponado, pH 7,2. Os animais foram descartados seguindo as normas do COBEA.

Apés a retracdo completa do codgulo, deixados a temperatura ambiente por 30
minutos, as amostras foram centrifugadas a 3000 rota¢des por minuto (rpm), a 22 °C,
durante dez minutos para separa¢cao do plasma e obtencdo do soro sanguineo, e as-
sim realizar as dosagens dos parametros bioquimicos. O soro sobrenadante foi
acondicionado em tubos de polipropileno (Eppendorfs do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil)
e congelado a —20°C até o momento das analises. O congelamento ocorreu para fazer
as analises de todas os grupos em um Unico momento. Todas as amostras foram

descongeladas apenas no momento de processamento.

6.10. Confeccéo das Preparacdes Histologicas

ApoOs a fixacdo, o material foi encaminhado para processamento, através da
técnica histolégica convencional na seguinte sequéncia: desidratacdo em concentra-
cOes crescentes de etanol (70% a 100%, por 40 min), banho de &lcool e xilol
(proporcéo de 1:1), diafanizacdo com xilol (dois banhos de 40 min), embebicéo (3
banhos de 1 h) e inclusdo em parafina histolégica. Cortes histologicos semisseriados
(1:5) foram obtidos com aproximadamente 5 um, através de um micrétomo LEICA RM
2125 RT (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Alemanha), utilizando-se navalha LEICA
818 (Leica Biosystems). Os cortes foram estirados em banho-maria histolégico (Lup-
tec, Séo Carlos, SP, Brasil), dispostos em laminas de vidro untadas com albumina de
Mayer, colocados em estufa J PROLAB 102 por aproximadamente 30 minutos a 37°C
para secagem do material. Os espécimes foram corados pela hematoxilina e eosina
(HE), montados em Entellan® (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) (TIMM, 2005).

6.11. Estudo Histol6égico do Complexo Submandibular-Sublingual

As preparacdes histolégicas coradas em hematoxilina e eosina (HE) foram ob-
servadas, analisadas qualitativamente e fotografadas em fotomicroscépio binocular de

luz LEICA ICC50 HD® (Leica Microsystems, Sdo Paulo, Brasil) acoplado a uma



104

camera digital, conectado a um computador com placa de captura de imagem (ATI)
através do software de captura Leica LAS EZ® (Leica Microsystems, Buffalo Grove,
EUA). As imagens obtidas possuem 2048 pixels de largura por 1536 pixels de altura
(3.145.728 pixels total de resolucéo). O software de captura Leica LAS EZ® (Leica
Microsystems) convertia as unidades de medida (pixels) em unidades de micrometros
(u). O brilho e o contraste de algumas imagens obtidas foram ajustados através do
software Adobe® Photoshop CC® (Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA, EUA).

Dois examinadores calibrados, através do uso de mascaramento (estudo du-
plo-cego), fizeram a descrigdo das estruturas glandulares, observando: 1 — aspectos
morfologicos dos acinos serosos e mucosos; 2 — aspectos dos ductos intercalares,
granulosos e estriados; 3 — aspectos e abundancia do estroma glandular; e 4 — pre-

senca ou auséncia de infiltrado inflamatério.

6.12. Técnica de TUNEL por Fluorescéncia

Os cortes histologicos foram dispostos em laminas silanizadas a 4% (3-
aminopropil-trietoxi silano), tratada com um adesivo de Poly-L-Lisina, (StarFrost®,
Adhasiv-Silan, Knittel, Alemanha), desparafinizados em xilol, re-hidratados e
submetidos ao procedimento TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP
nick end labeling). Para deteccdo da atividade apoptética, foi utilizado o ApopTag®
Red in Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon®, Merk Millipore, Darmstadt,
Alemanha), segundo protocolo do fabricante. O método TUNEL foi realizado com base
nas publicacbes de Gavrieli, Sherman, Ben-Sasson (1992), Negoescu et al. (1996,
1998) e Darzynkiewicz, Galkowski, Zhao (2008), aprimorados com a incorporacao de

dUTP (2"-Deoxyuridine-5"-Triphosphate) modificados com fluoroforos.

O protocolo consistiu em imergir os cortes em uma solucédo de 800U/mL de
Proteinase K em solucéo salina tampéo fosfato (PBS 0.01M, pH 7,4) por 15 minutos
e incubados em uma solugcdo contendo deoxinucleotidil-transferase (TdT), e
nucleotideos, por 60 minutos a 37°C. Em seguida, os cortes foram incubados com o
anticorpo antidigoxogenina conjugado a rodoamina. Posteriormente foram con-

tracorados com o DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) (Sigma-
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Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA) e montado utilizando um meio antifading (ProLong®

Diamond Antifade Mountant, Merk Millipore, Darmstadt, Alemanha).

As laminas foram observadas utilizando um microscoépio de fluorescéncia Axi-
oplan Zeiss® (Zeiss, Gottingen, Germany), a magnificacdo de 200x, utilizando os
seguintes filtros: 488 nm (TUNEL) e 350 nm (DAPI). As imagens foram adquiridas
utilizando a camera digital Axiocam MRm® e software de imagem AxioVision® (Zeiss,

Germany). A analise qualitativa foi realizada com mascaramento (estudo duplo-cego).

6.13. Analise Bioquimica da Saliva

6.13.1. Atividade Proteolitica Total

A atividade proteolitica foi determinada utilizando azocaseina como substrato,
de acordo com Azeez et al. (2007). Aliquota da amostra (20 uL) mais 80 uL de agua
destilada foram incubadas com 300 pL de fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,5, contendo
azocaseina a 0,6% (p/v). Apés adicao de 100 pL de Triton X-100 0,1% (v/v), a mistura
foi incubada a 37°C por 3 horas. A reacéo foi interrompida com a adicdo de 200 uL de
acido tricloroacético (TCA) a 10% (p/v) e a mistura foi incubada a 4°C por 30 minutos.
Em seguida, realizou-se centrifugacéo (9.000 rpm por 10 min) e a absorbéancia a 366
nm do sobrenadante foi determinada em espectrofotdmetro GeneQuant 1300 (Exon
Biotec, Belo Horizonte, MG, Brasil). Os ensaios-controle diferiram dos ensaios-teste
apenas no momento da adicdo do TCA, a qual foi realizada antes da incubacédo a 37°C
por 3 horas. Atividade proteolitica especifica foi calculada através da razédo entre a
atividade enzimatica (U), que corresponde a quantidade de enzima que aumenta em
0,01 a absorbancia em relagdo ao teste controle, e a quantidade de proteinas (mg)
utilizada no teste. Os ensaios foram realizados simultaneamente em triplicata, para se

obter o maximo de padronizacgéo, e os valores foram expressos como media + DP.

6.13.2. Dosagem de Proteinas

A estimativa da concentracdo de proteinas foi realizada de acordo com Lowry
et al. (1951), utilizando uma curva padrao de albumina sérica bovina (31,25 a 500

pg/mL). A amostra (0,2 mL) foi incubada por 10 minutos com 1 mL de uma solugéo
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alcalina de cobre (1 mL de sulfato de cobre 0,5% [p/v] em citrato de sodio 1% [p/v]) e
50 ml de solucéo de carbonato de sédio 2% (p/v) em hidroxido de sodio 1% (p/v). Apés
incubacédo a 28°C, 0,1 mL do reagente de Folin-Ciocalteus (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
EUA), diluido 1:1 com agua, foram adicionados e, apds 30 minutos, a concentracao
do produto final da reacéo, de cor azul, a absorbancia a 720 nm foi determinada em
espectrofotometro DR 5000 (Hach Company, Loveland, Colorado, EUA). As dosagens
foram realizadas simultaneamente em duplicata para se obter o maximo de

padronizacao, e os valores foram expressos como média = DP.

6.13.3. Deteccao de a-Amilase

A deteccédo da atividade de a-Amilase foi realizada com base no método des-
crito por Bernfeld (1955), utilizando amido como substrato. Amostras de saliva (100
pL) foram incubadas a 50°C por 10 minutos contendo 400 pL de uma solugéo de amido
1% em acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 contendo CaCl2 0,02 M e NaCl 0,15 M. A reacéo
foi bloqueada pela adicdo de 500 puL de DNS (&cido dinitrosalicilico, acido 3-amino-5-
nitrosalicilico). Apds, os ensaios foram aquecidos a 100°C em &agua fervente por 6
minutos e imediatamente resfriados em gelo por 15 minutos. A absorbancia a 540 nm
foi determinada em espectrofotometro de microplacas Epoch™, gerenciado pelo
software Gen5 2.06 (Biotek, Winooski, VT, EUA). A quantidade de acUcares redutores
liberados foi determinada por uma curva de calibracdo de glicose na qual y = 0,0026x
+ 0,4153. Uma unidade de atividade de a-Amilase foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para gerar 1 umol de glicose por minuto. As reacdes dos brancos
foram realizadas sem o uso de amido ou das amostras. Todas as analises foram
realizadas simultaneamente em duplicata para obter o méximo de padronizacao, e 0s

valores foram expressos como média + DP.

6.13.4. lonograma da Saliva

Aliquotas 150 uL de cada amostra foram pré-diluidas, depositas em cubetas
plasticas de 5 mL e analisadas automaticamente por um analisador para testes
bioquimicos e imunoquimicos, o LabMax 240® (Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa

Santa, MG, Brasil) a temperatura de 37°C, e com controle interno de qualidade e re-
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testagem. A metodologia seguiu o Procedimento Operacional Padrao (POP) da

empresa Labtest Diagndstica S.A.

O ionograma constou da mensuracao dos seguintes eletrdlitos: calcio total, clo-
reto, fésforo, potassio e sodio. Para a dosagem, foram utilizados os reagentes: Calcio
Arsenazo Liquiform, Cloreto Liquiform, Fésforo, Potassio Enzimatico e Sédio Enzima-
tico (Labtest®, Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil). As andlises foram

realizadas num mesmo periodo, de maneira a se obter o maximo de padronizacao.

6.14. Andlise Fungica

6.14.1. Preparacdo para o Diagndstico Micolbgico

As amostras de isolados fangicos coletadas foram semeadas na superficie do
meio Agar Sabourand dextrose (DIFCO, Maryland, EUA) suplementado de 50 mg/L
de cloranfenicol contido em placas de Petri, mantidas a temperatura de 37°C por até
15 dias. Apds o surgimento das colbnias, estas foram purificadas a partir de
suspensdes com agua destilada esterilizada adicionada de 50mg/L de cloranfenicol e

semeadas em estrias para posterior identificagcéo.

6.14.2. Identificacéo dos Isolados

Os isolados foram identificados a nivel de género de acordo com as caracteris-
ticas morfolégicas macroscépicas e microscépicas, bem como pela sua capacidade
de crescimento em meio de cultura (Agar de Sabourand), de acordo a taxonomia clas-

sica e auxilio de manuais de identificagao.

e Caracteristicas macroscopicas: fragmentos da cultura foram transferidos para
o centro de placas de Petri contendo os meios Agar Sabourand, Agar Extrato
de Malte e Agar Batata Dextrose (BDA) (LACAZ et al., 2002), acordo com o
fungo em estudo. As placas foram mantidas a 30°C e a 37°C por até 15 dias e
apos este periodo, foram realizadas as diferentes analises fenotipicas como
diametro, bordas, textura e coloracdo do verso e reverso das colbnias,

producdo de pigmentos e tempo de crescimento (RAPPER e FENNEL, 1977,
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BARNETT, PAYNE, YARROW, 2000; HOOG et al., 2000; KLICH, 2002,
SIDRIM e ROCHA, 2004);

e Caracteristicas microscopicas: a verificacdo de microestruturas sométicas e re-
produtivas foi realizada pela técnica de microcultivo de Dalmau (1929) (cultivo
em laminula), na qual fragmentos das coldnias foram semeados em trés pontos
equidistantes em placas Petri contendo o meio de cultura especifico para cada
grupo de fungos, e sobre estas colocadas laminulas previamente esterilizadas.
A preparagdo permaneceu a temperatura de 37°C por aproximadamente 7 a 15
dias, conforme a espécie em estudo. As laminulas do cultivo foram retiradas e
invertidas sobre uma lamina de vidro, contendo 40 uL de Azul de Amann e
observacdo através de um microscépio optico biolégico Olympus Cx21
(Olympus Optical do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) (CARRANZA, 1949;
RAPPER e FENNEL, 1977; BARNETT, PAYNE, YARROW, 2000; HOOG et al.,
2000; KLICH, 2002; SIDRIM e ROCHA, 2004).

6.14.3. Perfil de Sensibilidade in vitro a Antifingicos

O ensaio de sensibilidade a antifungicos foi desenvolvido segundo a técnica de
microdiluicdo em caldo, por meio do protocolo M38-A2 do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008), modificado. Foram utilizados 3 antifungicos
disponiveis comercialmente, de classes diferentes: Cetoconazol (KTC) (Quimica
Farmacéuticz, Bayer, Barcelona, ESP), Ciclopirox Olamina (CPOA) (Aventis, Dermik
Laboratories, Berwyn, PA, EUA), Anfotericina B (AMB) (UNIANF®, SP, BRA).

A solucao-estoque dos antifungicos foi preparada em dimetilsulfoxido (DMSO;
Vetec, Brasil) e, posteriormente, realizaram-se diluicbes no meio RPMI 1640 (Meio de
cultura desenvolvido por Roswell Park Memorial Institute, Sigma, St. Louis, MO, EUA)
tamponado a pH 7,0 com 165 mM de &cido morfolino-propanosulfénico (MOPS;
Sigma, Vetec, Brasil), para obter as concentracdes (doses) maximas e minimas das
drogas: para KTC, 64 a 0,125 ym/mL; e para a AMB e CPOA, 0,03 a 16 um/mL.

Os isolados que cresceram em placas, foram repicados em Agar batata-
dextrose (DIFCO, Detroit, Ml, EUA), acrescidos de 2% de farinha de arroz (Maninho,
Brasil) e mantidos a 28°C por 2 dias. Ap0s isso foi recolhida uma amostra de celulari-

dade de cada isolado e realizada uma suspensédo em 5 mL de solucéo salina 0,85%
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e ajustada em espectrofotdbmetro (Shanghai Spectrum Instruments Co., Ltd., Xangai,
China) até atingir densidade celular com transmitancia de 80-82% a 530 nm.

Em placas de microtitulacdo de fundo chato com 96 pocos, foram dispostos 100
ML de meio RPMI 1640 mais o MOPS (RPMI-MOPS), distribuidos nas colunas 11 e
12, as quais foram utilizadas como controle de crescimento (controle positivo, s6 0
fungo) e de esterilizacéo (controle negativo, s6 a droga), respectivamente. No poc¢o 1
foi colocada a dose maxima de cada droga: KTC, 64 ym/mL; AMB, 16 um/mL; e
CPOA, 16 ym/mL. Em seguida, a dose maxima foi diminuida pela metade em cada
poco subsequentemente, até chegar no po¢o 10 com a dosagem minima da droga:
KTC, 0,125 pym/mL; AMB, 0,03 um/mL; e CPOA, 0,03 pm/mL. O volume de 100 uL de

cada uma das diluicbes das drogas foram depositados nas colunas de 1 a 10.

Em seguida, 100 uL do indculo padronizado foram adicionados aos pogos com
o0 meio RPMI-MOPS das colunas 1 a 11, diluido na proporcdo 1:50, sendo as
microplacas incubadas a 35°C por 48 horas. As placas de microtitulacdo foram
incubadas a 28°C por 3 dias. A cepa de Candida krusei ATCC 6258 foi utilizada como

controle de qualidade dos testes. Os testes foram realizados em duplicata.

A determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM ou MIC, ou seja, a
quantidade de droga necessaria para nao haver crescimento de células fungicas) foi
realizada visualmente por comparagdo com o crescimento do controle livre de
farmaco. A MIC foi definida como a menor concentracdo de farmaco capaz de inibir
totalmente o crescimento flngico para as drogas utilizadas. Apds a realizacdo dos
testes de sensibilidade antifungica, o perfil de sensibilidade foi analisado tendo como
referéncia o protocolo M38-A2 do CLSI (2008).

6.15. Andlise Bioquimica Sérica

Foram realizados os seguintes exames bioquimicos soroldgicos para determi-
nacdo das funcdes hepaticas: alanina aminotransferase (ALT ou TGP), aspartato
aminotransferase (AST ou TGO), gama-glutamil transferase (Gama-GT ou GGT),
fosfatase alcalina (FA) e albumina sérica. Para determinacdo das funcbes renais,

realizaram-se analises de creatinina e ureia séricas.
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As analises bioquimicas foram realizadas no Analisador Bioquimico Semiauto-
matico Bio-200F (Bioplus®, Barueri, Sdo Paulo, Brasil) a temperatura de 37°C,
utilizando kits bioquimicos comercias especificos da Doles® Reagentes (Goiania,
Goias, Brasil), seguindo a orientacéo do fabricante. Os kits utilizados foram: ALT/TGP
Cinética; AST/TGO Cinética; Glutamiltranferase; Fosfatase Alcalina Cinética; Creati-
nina; Ureia UV; e Albumina. Todas as analises foram realizadas num mesmo periodo,

de maneira a se obter o maximo de padronizacao.

Para as analises das enzimas hepaticas (ALT, AST e GGT), foram utilizados
100 yL da amostra para 1 mL do reagente de trabalho. Para a FA, utilizou-se 20 uL
da amostra para 1 mL do reagente de trabalho. Os valores de TGO, TGP, GGT e FA
foram expressos em U/L, de acordo com o kit utilizado. Para determinacao dos valores
de albumina, foram utilizados 10 yL da amostra para 2 mL do reagente de trabalho. A
amostra foi incubada na temperatura ambiente por 2 min, com posterior realizacdo da

leitura, onde os valores foram expressos em g/dL, de acordo com o kit utilizado.

Para avaliacdo da funcao renal, os valores de ureia foram obtidos utilizando 10
ML do soro sanguineo para 1 mL do reagente de trabalho. A determinacédo da ureia
sérica utilizou-se um sistema enzimatico por fotometria UV e cinética de dois pontos,
onde resultados foram calculados a partir da diferenca de absorvancia entre os dois
periodos de tempo e expressos em mg/dL. J4 para a determinacdo dos valores da
concentracdo de creatinina, utilizou-se 100 yL da amostra para 1 mL do reagente de
trabalho, através de um procedimento cinético otimizado em dois pontos, sendo os

resultados expressos em mg/dL, de acordo com o kit utilizado (CASTRO et al., 2014).

6.16. lonograma do Soro Sanguineo

Foram utilizadas 150 pL de cada amostra do soro sanguineo, pré-diluidas,
colocadas em cubetas plasticas de 5 mL e analisadas automaticamente por um
analisador para testes bioquimicos e imunoquimicos, o LabMax 240® (Labtest
Diagnostica SA, Lagoa Santa, MG, Brasil) a temperatura de 37°C. Foram dosados o0s
ions fosforo, calcio, cloreto, sédio e potassio, utilizando os reagentes especificos da

Labtest Diagnostica AS (Lagoa Santa, MG, Brasil). Todas as analises foram realizadas
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num mesmo periodo e em duplicata, de maneira a se obter o maximo de

padronizacdo, minimizando a variabilidade analitica.

6.17. Andlises Histopatoldgicas do Figado e dos Rins

Assim como descrito no item 6.9, fragmentos dos figados e metade de cada rim
dos animais foram processados para a técnica histoldgica convencional, corados com
hematoxilina e eosina (HE). O diagnadstico histopatologico se deu pela observacdo em
microscopio de luz LEICA ICC50 HD®, sob foco fixo e clareza de luz. A andlise
descritiva e qualitativa foi realizada por dois examinadores calibrados, e través do uso

de mascaramento (estudo duplo-cego).

6.18. Anéalise Estatistica

Os dados obtidos dos resultados dos testes bioquimicos salivares e soroldgicos
foram tabulados em planilha do programa Microsoft Office Excel 2016 para Windows
10 (Microsoft Corporation) e em seguida submetidos aos testes de normalidade (teste
de Shapiro-Wilks) e de homogeneidade de variancia (teste Levene) para determinar a
parametricidade dos dados. Para avaliar as diferengas entre os grupos de estudo, 0s
dados paramétricos foram submetidos ao teste Analise de Variancia (ANOVA) com de
comparacdes multiplas post-Hoc de Tukey. Quando os dados nao foram considerados
normais, utilizou-se o Kruskal Wallis Test, com verificacdo dois a dois para amostras

independentes através do Mann-Whitney U Test, em caso de diferencas significativas.

O software SPSS Statistics Desktop® 22.0 (IBM, International Business Machi-
nes Corp., New York, EUA) foi usado para a realizacdo das andlises estatisticas.
Todas as conclusdes levaram em consideragéo o nivel de significancia de 0,05 (5%),
ou seja, p-valor menor ou igual a 0,05 (intervalo de confianca de 95%). Os dados

foram apresentados como média aritmética + SD (desvio padrdo) (FIELD, 2009).
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Resumo

Este trabalho avaliou histologicamente o complexo submandibular-sublingual e linfonodos
associados sob influéncia da toxina botulinica tipo A (BTXA), e a ocorréncia de apoptose.
Utilizou-se 32 ratas Wistar adultas, distribuidas em cinco grupos: Controle, sem tratamento;
grupos BTXA-12 e BTXA-35, com aplicacéo intraglandular de 2,5U de BTXA em glandulas
submandibulares direitas; grupos GEL12 e GEL35, com injegéo intraglandular de 0,125 mg
gelatina de origem bovina. Os grupos BTXA12 e GEL12 foram analisados aos 12 dias ap0s 0
tratamento; os grupos BTXA35 e GEL35, analisados aos 35 dias ap6s aplicacdo. Realizou-se
exérese das glandulas e linfonodos, processados pela técnica histolégica convencional, corados
por HE. Apoptose foi verificada pelo método TUNEL. Acinos serosos do grupo BTX-A12
mostravam-se diminuidos, com vacuolizac6es citoplasmaticas e aumento do espaco interacinar.
Estas alteraces diminuiram no grupo BTXA35. Nos grupos GEL12 e 35, ndo foram observadas
alteragOes significativas. Células TUNEL positivas foram mais presentes no grupo BTXA12.
Os linfonodos do grupo BTXA 12 mostraram-se mais reativos. Conclui-se que a aplicacao
intraglandular da BTXA promove atrofia transitoria dos acinos serosos, aumento de figuras
apoptoticas e reacdo nos linfonodos. A gelatina bovina parece ser um excipiente seguro. A

glandula sublingual ndo mostrou alteragdes estruturais.

Palavras-chaves: glandula submandibular; toxinas botulinicas tipo A; ratos Wistar; sialorreia;

apoptose; biopsia de linfonodo sentinela

Abstract

This work histologically evaluated the submandibular-sublingual complex and associated
lymph nodes under the influence of botulinum toxin type A (BTXA), and the occurrence of
apoptosis. Thirty-two adult Wistar rats were divided: Control group, without treatment;
BTXA12 and BTXA35 groups, with intraglandular application of 2.5 U BTXA in right
submandibular glands; groups GEL12 and GEL35, with intraglandular injection of 0.125 mg
gelatin of bovine origin. BTXA12 and GEL12 groups were analyzed at 12 days post-treatment;
BTXA35 and GEL35 groups analyzed at 35 days post-treatment. Excision of the glands and
lymph nodes, fixed in 10% buffered formol, were performed by conventional histological
technique, stained by HE. Apoptosis was verified by the TUNEL method. Serous acini from
the BTXAL2 group was shown to be decreased, with cytoplasmic vacuolations and increase of

the interacinar space. These changes decreased in the BTXA35 group. TUNEL positive cells
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were more present in the BTXA12 group. The lymph nodes of the BTXA12 group showed
more reactivity. It is concluded that the intraglandular application of BT XA promotes transient
atrophy of serous acini, increase of apoptotic figures and reaction in the lymph nodes. Bovine

gelatin appears to be a safe excipient. Sublingual gland showed no structural changes.

Keywords: submandibular gland; botulinum toxins, type A; rats, Wistar; sialorrhea; apoptosis;
sentinel lymph node biopsy

INTRODUCAO

Sialorreia, ou hipersalivacéo, refere-se a um aumento excessivo na secregdo e fluxo
salivar ou acimulo de saliva na cavidade oral, geralmente com extravasamento da mesma pela
abertura bucal (1, 2). Acompanha vérias patologias de acometimento neurolégico (motor e/ou
mental), como esclerose lateral amiotrofica, doenca de Parkinson, lesdo cerebral, entre outras,
sendo um motivo de desconforto significativo para os pacientes afetados (1-3), levando a
complicagBes secundarias, como queilite, Ulceras perioral com infec¢fes secundarias, assim

como risco de infec¢Bes pulmonares, inclusive pneumonia aspirativa (2, 4, 5).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (6, 7), mais de 1 bilhdo de pessoas vivem
com algum tipo de deficiéncia em todo o mundo, em muitas das quais a sialorreia pode estar
presente como sinal clinico, o que justifica maior aten¢do com a finalidade de trata-la e melhorar

a qualidade de vida destes pacientes.

Os tratamentos convencionais para a sialorreia sdo pouco eficientes ou muito invasivos
ou ainda trazem efeitos colaterais graves. Neste contexto, a toxina botulinica (BTX), passou a
ser uma boa escolha para o tratamento desta afeccdo, com bons resultados, sendo uma técnica

de tratamento topico, pouco invasiva e reversivel.

Existem no mercado internacional diferentes preparacbes comerciais de toxina
botulinica do tipo A (BTXA). A formulagdo de origem chinesa, conhecida pelo nome comercial
de Prosigne® (8), destaca-se por ter como estabilizante a estrutura quimica da toxina, uma
gelatina de origem bovina ao invés da albumina humana, preservando a toxicidade e

aumentando sua resisténcia a deformacao, além de possuir a certificacdo prions free (9, 10).

S&0 escassos 0s estudos que estdo voltados para o mecanismo de agdo da toxina
botulinica tipo A em glandulas salivares, bem como, sobre sua influéncia nos tecidos locais e

circunvizinhos. Também pouco se sabe sobre a eficacia do recente estabilizante da toxina
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(gelatina de origem bovina). Desta forma, determinar um papel mais preciso do tratamento com
BTX-A € extremamente importante. Assim sendo, este trabalho se propde realizar uma
avaliacdo estrutural do parénquima e estroma da glandula submandibular sob influéncia da
toxina botulinica, bem como, de seus linfonodos associados, através da microscopia éptica
convencional; verificar se a difusdo da droga atingiu a glandula sublingual, devido a sua intima
relagcdo anatdmica; e verificar se houve presenca de morte celular programada na glandula sob

acao da toxina em modelo experimental animal.

MATERIAL E METODOS

Animais. O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Centro de Biociéncias (CB) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob o parecer
de ndmero 23076.023152/2014-14. Foram utilizadas 32 ratas da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus, variacdo albinus), fémeas, adultas pesando entre 200-300 g. Os animais tiveram
livre acesso a agua e comida com uma dieta padrdo para roedores do biotério (Presence®
Nutricdo Animal para Ratos, SP, Brasil) e foram mantidos 4 animais por gaiola de gaiolas de
polipropileno (49x34x16 cm), em temperatura de 22 + 2°C, com ciclo claro/escuro de 12/12

horas. Todas as manipulacdes experimentais foram realizadas entre 7:00 e 10:00 horas.

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos: grupo controle com 7
animais, sem quaisquer tratamentos do complexo submandibular-sublingual; grupo BTX-A 12
dias, com 7 animais, cujas glandulas submandibulares dos complexos submandibulares-
sublinguais direitos receberam injecdo de 2,5 U toxina botulinica tipo A (Prosigne®, Cristalia,
Itapira, SP, Brasil), reconstituida em 0,1 mL de solucéo de cloreto de sodio 0,9%, evitando-se
o0 borbulhamento e agitacdo do diluente sobre a toxina, e analisadas 12 dias ap0s a aplicacao;
grupo BTXAS35 dias, com 6 animais, cujas glandulas salivares receberam o mesmo tratamento
do grupo BTXA12 dias, porém analisadas 35 dias apds a aplicacéo; grupo GEL12 dias e grupo
GELS35 dias, com 6 animais cada, cujas glandulas receberam injecéo de 0,125 mg gelatina de
origem bovina (Gelita do Brasil Ltda., SP, Brasil), diluida em 0,1 mL de cloreto de sdodio 0,9%,
e analisadas 12 e 35 dias ap6s a aplicacdo da gelatina, respectivamente (11-13), que

correspondem ao pico maximo de acdo da droga e término do efeito.

Para a aplicacdo da BTXA e da gelatina bovina nas glandulas submandibulares do
complexo, os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (50 mg/kg de peso —

Clortamina®, BioChimico, Itatiaia, RJ, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg de peso —
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Rompun®, Bayer S.A., SP, Brasil), na propor¢do de 1:1 associados na mesma seringa e
administrados por via intramuscular. A seguir, foi realizado antissepsia do local com
digluconato de clorexidina 2% (FGM do Brasil®, Joinvillle, SC, Brasil), tricotomia da regiéo
cervical dos animais e aplicacdo das drogas pelo método palpatdrio e localizacdo anatdmica do
complexo submandibular-sublingual. Posteriormente, posicionou-se a agulha no terco médio
do complexo, com a finalidade de injetar a droga apenas na glandula submandibular. As
aplicacdes intraglandulares foram em dose Unica, utilizando-se seringa de insulina de 1 mL/cc
ultrafina, com agulha de calibre de 8 mm (5/16™) x 0,3 mm (30G) (BD, Curitiba, Paran4, Brasil).

Sialoadenectomia e Confeccdo das Preparacfes Histoldgicas. Aos 12 e 35 dias apds
as injecdes intraglandulares, os animais foram novamente pesados e anestesiados como descrito
anteriormente. Para simular uma situacdo de sialorreia, todos 0s grupos receberam injecéo
intraperitoneal de Cloridrato de Pilocarpina a 0,5% (Férmula Manipulada. Pharmapele, Recife,
Pernambuco, Brasil), na dose de 0,4 mg/Kg de peso corporal, deixando os animais salivarem
por 40 min (14, 15). Em seguida, realizou-se uma incisao cervical mediana, divulsdo dos tecidos
com tesoura de ponta romba, exposicdo do complexo submandibular-sublingual direito, exérese
das glandulas submandibular e sublingual direitas (sialoadenectomia unilateral) e dos
linfonodos associados. Imediatamente apds a excisao, as glandulas salivares foram seccionadas
transversalmente e, juntamente com os linfonodos, foram fixados em formol 10% tamponado,
pH 7,2 por 48 horas.

Posteriormente o0s espécimes foram submetidos a processamento histoldgico
convencional com inclusdo em parafina histolégica. Cortes semisseriados foram corados pela
hematoxilina e eosina (HE), e montados em Entellan® (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
(16), observados e fotografadas em um microscdpio binocular de luz LEICA ICC50 HD® (Leica
Microsystems, Buffalo Grove, EUA) acoplado a uma camera digital, conectado a um
computador contendo uma placa de captura de imagem (AT]I) através do software de captura
Leica LAS EZ® (Leica Microsystems).

O estudo histologico realizou-se com o auxilio de dois examinadores calibrados, e
através do uso de mascaramento (estudo duplo-cego), observando estruturalmente 0s seguintes
aspectos: 1 — aspectos morfoldgicos dos &cinos serosos e mucosos; 2 — aspectos dos ductos
intercalares, granulosos e estriados; 3 — aspectos e abundancia do estroma glandular; e 4 —

presenca de infiltrado inflamatorio.

Técnica de TUNEL com Fluorescéncia. Para o método TUNEL, cortes histoldgicos

das glandulas salivares foram dispostos em Iaminas silanizadas a 4% (3-aminopropil-trietoxi
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silano, SIGMA), desparafinizados em xilol, reidratados e submetidos ao procedimento TUNEL.
Foi utilizado o Kit Apoptag® Red in Situ (Merk Millipore, Darmstadt, Alemanha), segundo
protocolo do fabricante que consistiu em imergir os cortes em uma solucdo de 800U/mL de
Proteinase K em solucdo salina tampéo fosfato (PBS 0.01M, pH 7,4) por 15 minutos e
incubacdo em uma solucdo contendo deoxinucleotidil-transferase (TdT) e nucleotideos, por 60
minutos a 37°C. A seguir, foram incubados com o anticorpo antidigoxogenina conjugado a
rodoamina e posteriormente foram contracorados com o DAPI (4’-6-diamino-2-fenilindole) e
montado utilizando um meio antifading. As preparacdes foram observadas utilizando um
microscopio de fluorescéncia Axioplan Zeiss® (Zeiss, Gottingen, Germany), utilizando os
seguintes filtros: 488 nm (TUNEL) e 350 nm (DAPI). As imagens foram adquiridas utilizando
uma camera digital Axiocam MRm® e software AxioVision® (Zeiss, Germany). As analises
qualitativas foram feitas por dois observadores atraves do uso de mascaramento (estudo duplo-

cego).

RESULTADOS

Andlise Histologica das Glandulas Submandibulares. Ndo houveram perdas de
animais durante o experimento. Observou-se histologicamente, que uma capsula de tecido
conjuntivo mais denso envolvia o complexo glandular, sendo que septos fibrosos dividiam a
massa parengquimatosa regularmente. Um estroma interacinar de tecido conjuntivo frouxo
permeava 0s lobulos entre o parénquima glandular. As glandulas submandibulares
apresentaram seus componentes em disposi¢do regular, com estrutura parenquimatosa formado
por &cinos serosos, e sistema ductal formado por ductos intercalares, granulosos, estriados e
excretores. Um septo conjuntivo mais espesso separava a glandula submandibular da
sublingual, que era formada por &cinos mucosos, com semiluas serosas, além da presenca de
ductos intercalares, estriados e excretores, sem visualizag¢ao de ductos granulosos. Em nenhum
dos grupos foi visualizado células com caracteristicas morfoldgicas que caracterizasse a

presenca de um infiltrado inflamatorio.

No grupo controle, 0s acinos serosos apresentaram-se geralmente arredondados,
contendo células acidofilas com granulos secretores na porgao apical e nicleos basais, esféricos
e volumosos, de cromatina frouxa, mostrando nucléolo por vezes evidente. Os ductos
granulosos foram predominantes sobre os demais, porém, mostraram células aparentemente
“rompidas” com seus granulos fortemente acidéfilos degranulados para o limen. Os &cinos

MUCO0S0S apresentaram-se maiores que 0s serosos, com células volumosas, citoplasma claro,
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pouco corado pela hematoxilina-eosina e ndcleos achatado com cromatina densamente

distribuida, marginalizado na regido basal da mesma (Fig. 1).
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FIG 1 Fotomicrografias do complexo submandibular-sublingual de ratas do grupo Controle. Em A e C, glandula
submandibular, onde observam-se acinos serosos (as) em meio a varias sec¢es de ductos estriados (E) e
granulosos (G). Observar em A, nos septos conjuntivos, vasos sanguineos, ductos excretores interlobulares. Em
B, observa-se porcdes de glandula sublingual e submandibular. Em D, glandula sublingual, evidenciando os acinos
mucosos (am), semiluas serosas (asteriscos brancos), ducto estriado (E). Estroma no espaco interacinar (cabegas
de setas amarelas). Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Em A e B, barra =500 um. Em C e D, barra = 50 pum.

No grupo BTXA12 dias, verificou-se na glandula submandibular maior presenca de
vacuolizacgdes no citoplasma das células acinares serosas, de tamanho variado e pouco corado
pela hematoxilina e eosina, alguns semelhantes ao aspecto de degeneragdo lipidica,
concentrados em pontos diversos do tecido glandular. Os acinos apresentavam-se com volume
diminuido e em algumas areas do parénquima glandular, estavam mais afastados entre si. Entre
estes, foi evidenciada uma maior quantidade de secgdes transversais de ductos granulosos e
estriados, sendo o tecido conjuntivo mais claro com aumento do espaco interacinar (Fig. 2A,
2B e 2C). Na glandula sublingual, os acinos mostraram-se semelhantes aos do grupo controle,
porém com evidente aumento do espaco interacinar (Fig. 2D). O grupo BTXA35 dias
apresentou-se de forma muito semelhantes ao grupo controle, com as alteracGes presentes no

grupo de 12 dias bem menos acentuadas (Fig. 2E e 2F).
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FIG 2 Fotomicrografias de parte do complexo submandibular-sublingual de ratas dos grupos BTXA 12 (A, B, C
e D) e 35 dias (E e F). Em A, viséo geral da glandula submandibular, onde observam-se 4cinos serosos (as), e da
glandula sublingual, mostrando &cinos mucosos (am), entre vérias secgdes de ductos (d). Em B e C, maior aumento
da glandula submandibular mostrando &cinos serosos (as) atrofiados, aumento do espago interacinar (El) e
presenca de vacuolizagdes citoplasmaticas nas células serosas (Va). Em D, glandula sublingual com &cinos
mucosos (am) semelhantes ao grupo controle, porém estroma interacinar (EI) mais acentuado. Em E, glandula
submandibular apés 35 dias, com vacuolos citoplasmaticos (Va) nos &cinos serosos (as). Em F, nota-se entre os
acinos mucosos (am) da glandula sublingual diminuicao dos espacos interacinares (EI). Ducto estriado (E) e ductos
granulosos (G). Coloracdo: Hematoxilina e Eosina. Em A, barra = 500 um. Em B, C, D, E ¢ F, barra = 50 um.
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FIG 3 Fotomicrografias de parte do complexo submandibular-sublingual de ratas dos grupos GEL12 (A, B, C e
D) e 35 dias (E e F). Em A, visdo geral da glandula submandibular, onde observam-se acinos serosos (as), e da
glandula sublingual, mostrando &cinos mucosos (am), entre varias sec¢des de ductos (d). Em B e C, maior aumento
da glandula submandibular mostrando &cinos serosos (as), vacuolos citoplasmaticos (Va). Em D, &cinos mucosos
(am) da glandula sublingual do grupo GEL 12 dias. Em E, glandula submandibular do grupo GEL 35 dias com
acinos serosos mais volumosos (as). E em F, glandula sublingual diminuigdo com seus acinos mucosos (am).
Ducto estriado (E), ductos granulosos (G) e espaco interacinar (El). Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Em A,
barra =500 um. Em B, C, D, E e F, barra = 50 um.

No grupo GEL12 dias, também foi observada presenca de areas com vacuolizagoes
citoplasmaticas, assim como descritas nos grupos com BTXA. Os 4cinos serosos apresentavam-
se menos compactados que 0s acinos dos grupos tratados com toxina botulinica tipo A, mas
com volume levemente maior que os do grupo controle (Fig. 3A, 3B e 3C). O espaco interacinar

da glandula sublingual mostra-se menor (Fig. 3D). J& aos 35 dias estas alteragdes se
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apresentaram menos evidentes se aproximando da normalidade (Fig. 3E e 3F). O sistema ductal

e a glandula sublingual ndo mostraram diferencas entre os grupos.

Analise pela Técnica TUNEL com Fluorescéncia para Apoptose. A andlise qualitativa
das imagens obtidas revelou reacdo positiva para técnica de TUNEL em todos os grupos de
estudo, sendo que os nucleos em apoptose emitiram uma cor vermelha purpura e os nucleos
com seu DNA higido emitiam uma coloracdo azul. No entanto, notou-se maior quantidade de
figuras apoptoticas nos grupos BTXA12 dias e BTXA35 dias, quando comparado com 0s
demais (Fig. 4). Na glandula submandibular, a reacdo TUNEL positiva ocorreu tanto em células
acinares, como em células do sistema ductal (principalmente nos ductos estriados). Em algumas
situacdes, percebeu-se reacdo positiva em células do estroma glandular. Notou-se que 0s grupo
BTXA12 e GEL12 (Fig. 4B e 4D), apresentaram mais nicleos em apoptose, quando comparado
com os grupos controle, BTXA35 e GEL35 (Fig. 4A, 4C e 4E). No entanto, foi mais intenso
ainda no grupo BTXA12 dias (Fig. 4B), sugerindo aumento do nimero de células em apoptose

no periodo de maior acdo da droga (12 dias), diminuindo conforme a toxina perde seu efeito ao

35° dia. Na glandula sublingual foram poucas células com reacdo TUNEL positiva (Fig. 5).

FIG 4 Fotomicrografias de fluorescéncia de glandulas submandibulares de ratas. Em A, grupo controle. Em B,
grupo BTXA12 dias. Em C, grupo BTXA35 dias. Em D, grupo GEL12 dias. Em E, grupo GEL35 dias. Observar
que os nucleos em apoptose emitem uma cor vermelha purpura (cabegas de setas brancas) e os nicleos com seu
DNA higido emitem uma coloracgéo azul. Técnica de TUNEL (Apoptose). Magnificagdo: + 200x.
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FIG 5 Fotomicrografias de fluorescéncia de glandulas sublinguais de ratas. Em A, grupo controle. Em B, grupo
BTXA12 dias. Em C, grupo GEL12 dias. Observar que 0s nicleos em apoptose emitem uma cor vermelha parpura
(cabecas de setas brancas) e os nucleos com seu DNA higido emitem uma coloragdo azul. Técnica de TUNEL
(Apoptose). Magnificagdo: + 200x.

FIG 6 Fotografias de linfonodos submandibulares de ratas do grupo controle (A) e grupo BTXA (B), no momento

do ato cirdrgico de exérese do complexo submandibular-sublingual direito. Observe em A e em B os linfonodos
submandibulares (setas pretas) e as glandulas submandibulares direitas (asteriscos pretos).

iy , : e
FIG 7 Fotomicrografias de linfonodos submandibulares de ratas. Em A, grupo controle. Em B, grupo BTXA12
dias. Em C e D, grupo BTXAS35 dias. Em E, grupo GEL12 dias. Em F, grupo GEL35 dias. Capsula conjuntiva
(CC), nodulos linfaticos (NF), hilo do linfonodo (H), porcdes de glandulas submandibulares (Sb), coroas dos
nodulos linfaticos (asteriscos brancos) e centros germinativos dos nodulos linfaticos (asteriscos pretos). Coloracao:
Hematoxilina e Eosina. Em A, B, C, E e F, barra = 500 pm. Em D, barra = 200 pm.
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Analise Histologica dos Linfonodos Submandibulares. Macroscopicamente, nédo
foram evidenciados com grande frequéncia tumefagdo dos linfonodos, sugerindo pouca
relevancia toxicologica nestas estruturas. Ja na analise histoldgica, nao foi evidenciado
diferencas estruturais na morfologia do dos linfonodos submandibulares entre os diferentes
grupos de estudo. No entanto, os linfonodos do grupo tratados com toxina botulinica e analisado
12 dias apds a aplicada, apresentaram uma quantidade de nddulos linfaticos estimulados,
perceptivel tanto macroscopicamente (Fig. 6), como microscopicamente, incluindo o centro
germinativo com mais alteracdes reativas, diminuindo no grupo BTXA35 dias, quando
comparados com o grupo controle, além de histiose sinusal. Os linfonodos, de todos 0s grupos
estudados, apresentaram-se com uma capsula de tecido conjuntivo, da qual partiam trabéculas
conjuntivas que dividia o parénquima ganglionar em compartimentos abertos. Os nodulos
linfaticos foram encontrados numa regido cortical, abaixo da margem convexa do linfonodo, e
ao redor da regido medular que € mais central e proximo ao hilo do 6rgdo. Entre os nédulos
observou-se tecido linfoide frouxo. Os nodulos linfaticos, de formato esférico, apresentavam a
zona periférica (coroa ou regido cortical) e o centro germinativo, bem distintos, sendo a primeira
formadas por células mais densamente organizadas e mais corada, enquanto que a segunda com

celulas arrumadas menos densamente e com a coloragdo mais clara (Fig. 7).

DISCUSSAO

O aspecto microscopico do complexo submandibular-sublingual dos grupos estudados
neste trabalho, se apresentou semelhante a descricdo classica da glandula submandibular de
ratos e roedores presente na literatura (17-22). Em relagdo aos ductos granulosos mostrarem-
se com degranulacao celular, que pode ser devido a falta de estimulo nervoso. Pouco é relatado
na literatura dados sobre os ductos granulosos, provavelmente por ndo se apresentarem em

glandulas salivares humanas.

A maioria dos trabalhos publicados, e em livros de histologia médica e odontoldgica,
sdo descritas as glandulas salivares humanas, mas de roedores, sobretudo de ratos, pode muitas
vezes causar mal-entendido entre os iniciantes da pesquisa, principalmente por conta da

presenca dos ductos granulosos (20).

Os resultados da presente pesquisa demonstram que a estrutura tecidual da glandula
submandibular sob efeito da Toxina botulinica tipo A diminui de tamanho caracterizando uma

atrofia glandular. Estes dados estdo de acordo com estudos realizados em modelos animais, que
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evidenciaram mudancas funcionais e estruturais das celulas acinares, geralmente com
diminuicdo de volume. Como se sabe, o tratamento farmacoldgico com BT XA consiste em uma
parassimpatectomia quimica a nivel juncéo neuroglandular, produzindo uma reducdo do fluxo
salivar pela diminuicdo da estimulacdo das células acinares (23-26), o que justificaria a
constatacdo da atrofia da glandula no 12° dia apds a aplicagcdo, com retorno as caracteristicas

normais ao 35° dia.

A aparente atrofia ou compactacao dos acinos serosos também é relatada por diversos
autores que também trabalharam com toxina botulinica (24,27,28). Observacdes semelhantes
foram descritas em glandulas parotidas de ratos (29,30). Em glandulas submandibulares de
ratos, tratadas com toxina botulinica dos tipos A, B e A/B simultaneamente, também observou-
se reducao significativa na reducdo do peso das glandulas, assim como observado em nossos
resultados, nos quais foi evidenciado &cinos serosos menores € mais compactados durante o
periodo do pico de acdo da toxina botulinica (12 dias) em glandulas submandibulares. Porém,
a maioria dos referidos autores ndo discutiram sobre a possibilidade de apoptose (24).

Em outros métodos de desnervacao parassimpatica da glandula submandibular de ratos,
como na sec¢do do nervo corda do timpano, também houve diminuicdo do peso glandular (31),

assim como de todo o complexo submandibular-sublingual (32).

O aumento do espaco interacinar identificado neste estudo, se assemelha ao descrito por
Shan et al. (33), que aplicaram toxina botulinica tipo A de origem chinesa em glandulas

submandibulares de coelhos.

A maior quantidade de tecido fibroso e atrofia das células acinares serosas também foi
descrito em um estudo que tratou com BTX-A glandulas submandibulares transplantadas em
coelhos. Observou-se diminuicdo do volume das células acinares serosas e menor nimero de
granulos secretores em seu citoplasma, mas com retorno gradual da organizacgdo tecidual
semelhante ao grupo controle ao logo do tempo, devido a diminuicdo do efeito da BTX-A (34).
Em estudos com glandulas parétidas de ratos sob acdo da BTX-A, observaram compactacao e
reducdo do namero de acinos serosos hipocelularidade e aumento do espaco interlobular (30).

No entanto, trabalhos anteriores com a aplicacdo de toxina botulinica tipo A em
glandulas submandibulares de ratos e coelhos (11,35), respectivamente, concluiram em seus
estudos nédo haver alteracOes relevantes de tamanhos de acinos. Outra pesquisa com glandulas
pardtidas de ratos, concluiu haver tumefacdo nas células o 7° dia apds a aplicacdo da droga,

justificando ser pela retencdo da producéo de secrecdo no citoplasma glandular (12).



152

Em relagdo as vacuolizacGes citoplasmaticas, ja foram relatadas em outros trabalhos
com secrecdo de glandulas salivares. O aparecimento dos vactolos € sinal inicial de
degeneracdo parengquimatosa e atrofia glandular (36-38). Varios fatores podem causar
alteracdes nas glandulas salivares, como, por exemplo, o estresse emocional (39), consumo de
alcool via oral (40), dieta liquida (41-43), pois, talvez a falta da mastigacéo pode alterar o fluxo
e a composicao da saliva (42,43). A presenca de vesiculas citoplasmaticas pode ocorrer pela
grande penetracdo de fluidos no citoplasma das células acinares (44). O estresse pode explicar
0 aparecimento de alguns vacuolos no grupo controle, uma vez que os animais ficam confinados

em gaiolas e biotério.

Em observac@es feitas por microscopia eletronica de transmissdo (MET) de células
serosas de glandulas submandibulares de ratos tratados com toxina botulinica, evidenciou-se
alteracdes e coalescéncia dos granulos secretores, com menos material secretor no seu interior,
descritas como vacuolizagdes intracitoplasmaticas (24). Muitas células acinares da glandula
parétida podem perder seus granulos secretores, revelando em seu citoplasma vacuolos
extensos e grosseiros (30). Estes granulos secretores se apresentaram de forma semelhante nas

glandulas submandibulares de coelhos (33).

As vacuolizagcbes em glandulas submandibulares podem ser devido a lesdo da
membrana celular e da sua atividade de transporte, com acimulo de goticulas lipidicas de acidos
graxos ndo utilizados, uma vez que ha diminuicdo do metabolismo celular ou ao mecanismo de
bloqueio do fon Ca?* (45). Reforcando esta ideia, outros autores descrevem as vacuolizacdes
como degeneracdo intracitoplasmatica de natureza lipidica (46). Além disso, animais fémeas
sdo mais sensiveis aos efeitos de medicamentos xerogénicos e pode influenciar a producao de
saliva pela variacdo hormonal (47). A progesterona, por exemplo, pode promover um aumento

nos ductos granulosos e aumento na quantidade de granulos de secregdo (48).

Em desnervacdo parassimpética cirdrgica de glandulas submandibulares de ratos,
ocorreu a diminuicdo da aquaporina 5 (AQP5) nas células acinares, sugerindo-se que a estas
vacuolizacdes estejam relacionadas com a formacdes de vacuolos lisossdémicos, pois segundo
0s autores, a regulacdo da AQPS5 pode ser feita por algumas enzimas proteoliticas lisossémicas
gue fazem seu catabolismo. Também verificaram que os niveis de RNAm para AQP5 néo sdo
afetados, reforcando a ideia de que os niveis de AQP5, quando ha o bloqueio de estimulos por
acetilcolina, se da pelo sistema lisossémico e ndo pela regulacéo transcricional (31,49). Outros
autores verificaram diminuicdo de AQP5 pelas vias de autofagossomos e lisossomos na
desnervagdo cirargica, sem afetar sua sintese de RNAm, e observaram elevagdo da Bax
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(proteina proapoptdtica) e aumento do nivel de Bcl-2 (proteina antiapoptose). A desnervagdo
induziu a expressdo das proteinas de LC3B-II (proteina marcadora de autofagossomas) e
LAMP-2 (marcador lisossomico), indicando autofagia nas células glandulares. A analise
imunohistoquimica revelou um aumento no numero de estruturas lisossoma-like para AQP5 e
LAMP-2 nas células acinares (50,51). As pesquisas de Xu et al. (52,53), também corroboram
para estes dados e concluiu que ap6s aplicacdo de BTXA em glandula submandibular de ratos,
hd diminuicdo do nivel da expressdo das proteinas SNAP-25, enzima AChE e AQP5.
Resultados semelhantes sobre a expressao e translocacdo da proteina AQP5, no trabalho com

glandulas submandibulares transplantadas em coelhos (34).

Relatos sobre a possivel nocividade da gelatina bovina, como excipiente inerte da
BTXA, séo inexistentes. Por se origem xendgena, talvez desperte alguma reacao local de corpo
estranho, com liberacdo de mediadores quimicos que interfira na secrecdo glandular, mas nédo
ha nada comprovado, sendo necessarios estudos mais focados para verificar verdadeiramente a
sua inércia. Apesar de ndo ter sido observado células inflamatérias nos tecidos desta pesquisa,
deve-se ter em mente que mediadores quimicos da inflamacdo podem interferir na secrecao
glandular. Em trabalhos com ratos, Prestifilippo et al. (22), concluiram que pode haver inibicédo

da secrecdo salivar por substancias inflamatdrias.

Citocinas liberadas por células inflamatérias reduz a secre¢do das glandulas salivares ao
impedir a liberacdo de acetilcolina na juncdo neuroglandular (54). Ja foi observado o aumento
das quimiocinas CCL2 (MCP-1) e CXCL10 (IP10) em glandulas submandibulares de ratos que
pararam de receber estimulo parassimpatico, pela desnervagdo cirargica (55). Um estudo
concluiu que a apoptose sofrida pelas células acinares e ductais, podem ser por via Fas e FasL
(proteinas com expressdo aumentada apés a ativagdo de linfdcitos T) e estdo relacionadas a

inducdo da morte celular programada pela via extrinseca (56).

Sobre as figuras apopt6ticas visualizadas no tecido glandular, sabe-se que a apoptose é
um mecanismo que esta presente na glandula submandibular normal, desde o seu
desenvolvimento no periodo pos-natal, através de um processo de autofagocitose (57). A
homeostasia glandular requer um equilibrio entre a multiplicacdo e morte de células acinares,
0 gque pode explicar o aparecimento de figuras apopt6ticas no grupo controle, assim como dos

outros grupos experimentais, no presente trabalho (58).

Em trabalhos realizados com ligaduras e posterior reabertura de ductos excretores
principais de glandulas pardétidas, sublinguais e submandibulares de ratos para entender o
processo de regeneracdo glandular, foi descrito atrofia do parénquima glandular, com
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desaparecimento de células acinares, além de algumas figuras de apoptose e que, com o passar
do tempo, observa-se regeneracdo das células glandulares, podendo ser visualizadas figuras de
mitose (56,59-63). Autores descrevem que o tecido da glandula submandibular de ratos, tem
uma capacidade notavel de se recuperar da atrofia, com a presenca de fatores neurotréficos

provenientes da reinervacao celular, voltando a se tornar funcional (64).

Uma recente revisdo de literatura juntou evidéncias da acao da toxina botulinica tipo A
ndo apenas sobre a SNAP-25, mas que também possui outros efeitos farmacologicos, sobretudo
no ciclo celular e apoptose (atividade pré-apoptoticas e antitumoral) (65). Estes dados reforcam

as evidéncias de uma maior quantidade de células em apoptose nos grupos tratados com BTXA.

Ja foi descrito que as células as células acinares mucosas de glandulas sublinguais de
ratos sdo aparentemente mais resistentes, quando comparadas com células serosas da glandula
pardtida (60), enquanto que as células acinares serosas sdo menos resistentes a obstrucéo nas
glandulas submandibulares (59). O que pode explicar a quantidade aparentemente maior de
figuras apoptoticas na glandula submandibular, quando comparada com a glandula sublingual.

Na literatura, poucos trabalhos investigaram apoptose em glandula salivar sob influéncia
da BTXA pela técnica de TUNEL. Reacdo TUNEL-positiva foi observada em células acinares
e ductais de glandulas submandibulares de coelhos tratadas com BTXA, sendo mais evidente
nas células ductais e com maior distribuicdo duas semanas apds a aplicacdo da droga, e
promovendo diminuicdo da expressdo dos receptores M3 e da AQP5 (33). Células TUNEL-
positivas sdo descritas apds desnervacdo cirargica em glandulas submandibulares de coelho,

diminuindo gradativamente com a reinervacao da glandula (66).

N&o existem muitos estudos com humanos que verifique possiveis alteracbes na
estrutura parenquimatosa e estromal de glandulas tratadas com BTXA. Em pesquisa utilizando
imagens de ultrassonografia de glandulas submandibulares e parétidas de criangas, foi
verificado que o uso recorrente da BTXA reduziu o tamanho das glandulas salivares. Estes
pesquisadores realizaram medicOes da area superficial, diametros anteroposterior e
mediolateral das glandulas. Mas recomenda-se estudos histopatoldgicos para verificar se esta
reducdo macroscopica estd relacionada a atrofia ou a apoptose das glandulas, além de

correlacionar se estas mudangas sdo permanentes ou transitorias (67).

O unico estudo com analise histoldgica realizado com glandulas submandibulares de
criancas portadoras de sialorreia com causas primarias diversas, concluiu que ndo houveram

diferencas significativas no grau de fibrose, inflamacgéo, dano celular e apoptose entre os dois
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grupos de estudo, mas sem danos diretos sobre a estrutural tecidual. Desta forma, a acdo da
BTXA sobre as glandulas salivares ainda nédo esta clara (68).

Em relacdo a maior presenca de nodulos linfaticos nos grupos tratados com toxina
botulinica tipo A (BTX-A 12 dias e 35 dias), pode ser devido a presenca da droga (proteinas de
origem exogena) no tecido glandular adjacente. A formacdo do centro germinativo e 0
aparecimento de histiose sinusal foi evidenciado em trabalhos com crioablagdo de glandula
pardtida em porcos (69). A reacdes linfonodais podem ser devido a uma ativacdo da resposta
imune (70). Na histocitose sinusal ocorre infiltrado de macrofagos (histidcitos) e pode
representar uma resposta imunoldgica do linfonodo frente a algum antigeno (71). Os linfonodos
podem apresentar nddulos linfaticos primarios e secundarios, sendo que estes Ultimos ocorrem

apos estimulacédo antigénica (72).

CONCLUSAO

A partir da analise qualitativa, pode-se concluir que a aplicacdo intraglandular da toxina
botulinica tipo A promove uma atrofia dos acinos serosos, formacdo de vacuolizacdes
citoplasmaticas e aumento de incidéncia de morte celular programada o que sugere que ela seja
um dos mecanismos responsaveis pela diminuicdo da sialorreia. O efeito da BTXA é transitério
e fica claro que o tecido glandular é bastante resiliente, conseguindo se recuperar das lesdes
sofridas quando os estimulos nervosos séo retomados. O estabilizante da toxina, a gelatina de
origem bovina, parece ser um excipiente seguro na formulagdo. Entretanto, os linfonodos
associados as glandulas nos grupos tratados com BTXA parecem apresentar um forte padrao
de reatividade dos nodulos linfaticos associados a drenagem linfatica destas glandulas do

complexo submandibular-sublingual.

Porém, para melhores esclarecimentos a respeito do efeito da BTX-A em glandulas
salivares, sdo realmente necessarias outras investigacdes experimentais sobre diferentes

componentes moleculares do parénguima e estroma glandular.
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Resumo

Os fungos dos géneros Candida spp. e Aspergillus spp. podem ser encontrados como
microrganismos comensais em animais, inclusive na cavidade oral. AlteracGes no fluxo salivar,
podem causar desiquilibrios, sendo de grande importancia na micologia. O objetivo deste
estudo foi identificar géneros de fungos atraves da caracterizagdo morfoldgica e avaliar a
sensibilidade antiflngica in vitro destes isolados da cavidade oral de ratos com glandula
submandibular sob influéncia da toxina botulinica tipo A (BTX-A). Foram utilizadas 32 ratas
Wistar adultas, distribuidas em cinco grupos: Controle, sem tratamento (n=7); grupos BTX-A
12 (n=7) e BTX-A 35 (n=6), que receberam a aplicacdo de 2,5U de toxina botulinica tipo A em
glandulas submandibulares direitas; e grupos GEL 12 (n=6) e GEL 35 (n=6), cujas glandulas
direitas receberam injecédo de 0,125 mg gelatina de origem bovina. Os grupos BTX-A 12 e GEL
12 foram analisados aos 12 dias ap0s o tratamento, enquanto os grupos BTX-A 35 e GEL 35,
foram analisados aos 35 dias ap6s aplicacdo. A morfotipagem foi baseada em caracteristicas
macro e micromorfoldgicas de isolados semeados em meios de cultura Agar Sabourand. As
técnicas de microdiluicdo em caldo, por meio do protocolo M38-A2 do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) modificado, foi para avaliar a sensibilidade in vitro das cepas
coletadas. Os farmacos testados foram Cetoconazol (KTC), Ciclopirox Olamina (CPOA),
Anfotericina B (AMB). Pelas caracteristicas fenotipicas, foram identificados dois géneros
presentes apenas nos dois grupos tratados com BTX-A, Candida spp. e Aspergillus spp. Os
fungos do género Candida spp., foram sensiveis a anfotericina B, seguido pelo cetoconazol e
ciclopirox olamina. J& os fungos do género Aspergillus spp. foram mais resistentes a
anfotericina B e ao ciclopirox olamina, quando comparados ao género Candida spp. No entanto,
Aspergillus spp. foi mais sensivel ao cetoconazol. Sendo assim, conclui-se que a BTX-A ao
diminuir a salivacdo na cavidade oral dos animais, pode provocar um desequilibrio em sua

microbiota e favorecer a patogenicidade de espécies fungicas.

Palavras-chaves: toxina botulinica tipo A, rato Wistar, Candida, salivacéo, infec¢des fingicas,

microbiota, diagnostico, glandula submandibular
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Abstract

Fungi of the genus Candida spp. and Aspergillus spp. can be found as commensal
microorganisms in animals, including the oral cavity. Alterations in the salivary flow may cause
imbalances, being of great importance in the mycology The objective of this study was to
identify fungal genera through morphological characterization and to evaluate antifungal
sensitivity in vitro of these isolates from the oral cavity of rats with submandibular gland under
the influence of botulinum toxin type A (BTX-A). Thirty-two adult Wistar rats were used,
distributed in five groups: Control, without treatment (n = 7); BTX-A 12 (n =7) and BTX-A
35 (n = 6) groups, who who received the application of 2.5U botulinum toxin type A in right
submandibular glands; and GEL 12 (n = 6) and GEL 35 (n = 6) groups, whose right glands were
injected with 0.125 mg gelatin of bovine origin. BTX-A 12 and GEL 12 groups were analyzed
at 12 days post-treatment, while the BTX-A 35 and GEL 35 groups were analyzed at 35 days
after application. Morphotyping was based on macro and micromorphological characteristics
of isolates seeded in culture media Sabourand Agar. The microdilution techniques in broth,
using the modified Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) protocol M38-A2, was
used to evaluate the in vitro sensitivity of the strains collected. The drugs tested were
ketoconazole (KTC), cyclopirox olamine (COPA), amphotericin B (AMB). Based on the
phenotypic characteristics, two genera were present only in the two groups treated with BTX-
A, Candida spp. and Aspergillus spp. The fungi of the genus Candida spp. were sensitive to
amphotericin B, followed by ketoconazole and cyclopirox olamine. The fungi of the genus
Aspergillus spp. were more resistant to amphotericin B and cyclopirox olamine when compared
to the genus Candida spp. However, Aspergillus spp. was more sensitive to ketoconazole. Thus,
it is concluded that BT X-A by decreasing salivation in the oral cavity of the animals, can cause

an imbalance in its microbiota and favor the pathogenicity of fungal species.

Keywords: botulinum toxins type A, rats Wistar, Candida, salivation, mycoses, microbiota,

diagnosis, submandibular gland
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INTRODUCAO

Na boca, a barreira fisica epitelial, a microbiota bacteriana nativa, a limpeza mecénica
da saliva e proteinas salivares, como anticorpos salivares, lisozima, polipeptideos ricos em
histidina, lactoferrina e lactoperoxidase, desempenham um papel importante para manter as
leveduras orais sob controle (Jorge et al., 1993). Com um quadro de hipossalivacéo, todas essas
funcdes estardo prejudicadas (Almstahl et al., 2003).

Os fungos possuem importante papel na manutencdo do equilibrio fisiolégico do
organismo hospedeiro, inclusive humanos, através de suas atividades metabolicas, embora a
diversidade fungica e sua quantidade sejam reduzidas quando comparadas com a bacteriana
(Findley et al., 2013; Borges et al., 2014; Leung et al., 2016). A Candida albicans ¢ a espécie
mais frequentemente isolada em amostras clinicas, porém, é cada vez mais comum encontrar
outras espécies nao-albicans, destacando-se C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis, C. glabrata
e C. dubliniensis (Sobel, 2006; Meurman et al., 2007). E a candidose oral esta associada tanto
a fatores sistémicos como a fatores locais, como, por exemplo, a diminuigéo do fluxo salivar e

alteracdes da microbiota bucal (Budtz-Jorgensen, 1990; Allen, 1992).

Recentemente, a toxina botulinica tipo A (BTX-A) comecou a ser experimentada, com
bons resultados na diminuicdo da sialorreia (hipersalivacao), condicdo clinica em que ha o
acumulo de grande quantidade de saliva na cavidade oral, levando a varias complicacGes de
salde, como pneumonia aspirativa. Geralmente é secundéria as diversas condi¢des sistémicas,
como Doenca de Parkinson, Lesdo Cerebral, Doenca de Alzheimer, Esclerose Lateral
Amiotréfica, dentre outras, e podem causar um preocupante quadro clinico de escape salivar
(Alrefai et al. 2009; Alter, 2010; Breheret et al., 2011; Mgller et al., 2011).

Alguns autores afirmam que a aplicacdo da BTX-A pode gerar efeitos colaterais, dentre
eles um possivel quadro de diminuicdo da taxa do fluxo salivar, tanto quantitativa como

qualitativamente, conhecido como xerostomia (“boca seca”) (Ondo et al. 2004; Gama, 2010).

Com um quadro de hipossalivacdo, todas as fungdes salivares estardo prejudicadas e,
consequentemente, aumenta o risco de fendmenos patogénicos orais (Almstahl et al., 2003). A
perturbacdo no equilibrio ecoldgico oral afeta a proliferacdo de microrganismos, com aumento
do indice de céries, doencas periodontais, infeccdo fungica e causar doencas oportunistas
(Sreebny, 2000; Turk-Gonzales e Odderson, 2005; Melfi e Alley, 2010).

Diante disso, o0 presente estudo teve o objetivo de identificar, através da caracterizacéo

morfoldgica, géneros de fungos isolados da cavidade oral de ratas tratadas com injecdo



167

intraglandular com toxina botulinica tipo A (BTX-A), e avaliar a sensibilidade in vitro destes
isolados aos farmacos anfotericina B (AMB), cetoconazol (KTC) e ciclopirox olamina (CPOA),

importantes drogas utilizadas na clinica médica para tratamento de micoses.

MATERIAL E METODOS
Consideracdes Eticas e Tratamento dos Animais

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de
Biociéncias (CB) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob o parecer de nimero
23076.023152/2014-14. Foram utilizadas 32 ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus,
variagdo albinus), fémeas, adultas pesando entre 200-300 g. Os animais tiveram livre acesso a
agua e comida com uma dieta padrio para roedores do biotério (Presence® Nutricdo Animal
para Ratos, SP, Brasil) e foram mantidos 4 animais por gaiola de gaiolas de polipropileno
(49x34x16 cm), em temperatura de 22 + 2°C, com ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Todas as

manipulagdes experimentais foram realizadas entre 7:00 e 10:00 horas.

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos: grupo controle com 7
animais, sem quaisquer tratamentos do complexo submandibular-sublingual; grupo BTX-A 12
dias, com 7 animais, cujas glandulas submandibulares dos complexos submandibulares-
sublinguais direitos receberam injecdo de 2,5 U toxina botulinica tipo A (Prosigne®, Cristalia,
Itapira, SP, Brasil), reconstituida em 0,1 mL de solucéo de cloreto de sodio 0,9%, evitando-se
o borbulhamento e agitacdo do diluente sobre a toxina, e analisadas 12 dias ap0s a aplicacdo;
grupo BTX-A 35 dias, com 6 animais, cujas glandulas salivares receberam o mesmo tratamento
do grupo BTX-A 12 dias, porém analisadas 35 dias ap0s a aplicacdo; grupo GEL 12 dias e
grupo GEL 35 dias, com 6 animais cada, cujas glandulas receberam injecdo de 0,125 mg
gelatina de origem bovina (Gelita do Brasil Ltda., SP, Brasil), também diluida em 0,1 mL de
cloreto de sédio 0,9%, e analisadas 12 e 35 dias ap0ds a aplicacdo da gelatina, respectivamente
(Ellies et al.,1999).

Para a aplicacdo da toxina botulinica tipo A e da gelatina de origem bovina nas glandulas
submandibulares do complexo, os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (50
mg/kg de peso — Clortamina®, BioChimico, Itatiaia, RJ, Brasil) e cloridrato de xilazina (10
mg/kg de peso — Rompun®, Bayer S.A., SP, Brasil), na proporcéo de 1:1 associados na mesma
seringa e administrados por via intramuscular. A seguir, foi realizado antissepsia do local com

digluconato de clorexidina 2% (FGM do Brasil®, Joinvillle, SC, Brasil), tricotomia da regiéo
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cervical dos animais e aplicacdo das drogas pelo método palpatério e localizagdo anatbmica do
complexo submandibular-sublingual. Posteriormente, posicionou-se a agulha entre no tergo
médio do complexo, com a finalidade de injetar a droga apenas na glandula submandibular. As
aplicacdes intraglandulares foram em dose Unica, utilizando-se seringa de insulina de 1 mL/cc
ultrafina, com agulha de calibre de 8 mm (5/16") x 0,3 mm (30G) (BD, Curitiba, Parand, Brasil).

Obtencéo dos Isolados Fungicos da Cavidade Oral

Apds a realizacdo do procedimento anestésico e verificacdo da efetividade da mesma,
posicionou-se 0 animal em decubito dorsal numa mesa previamente preparada e coberta com
um capo cirdrgico esterilizado (Aradjo et al., 2007). A cavidade oral do animal foi aberta com
o0 auxilio de uma pinca clinica e a lingua do animal foi tracionada anteriormente com o auxilio

de uma gaze estéril.

Foi realizada coleta da microbiota flngica do dorso da lingua, palato e mucosa jugal da
cavidade oral das ratas atraves de um swab estéril friccionado por 2 minutos pela mucosa bucal.
Para a analise flngica, as amostras coletadas foram transferidas para tubos de ensaio estéril e
vedado contendo 5mL de agua adicionada de 50 mg/L cloranfenicol. Além disso, foram feitas
coletas da cama de maravalha das gaiolas e da racdo padrdo do biotério de alimentacdo dos

amimais como forma de controle.

Realizacédo do Diagndstico Micoldgico

Para cada amostra coletada foi produzida uma lamina para microscopia e o isolamento por
culturaem Agar Sabourand Dextrose. Laminas foram preparadas com a amostra biol6gica entre
lamina e laminula, com adicdo de Azul de Amann, clarificado com solucdo aquosa a 20% de
hidroxido de potéssio, para possivel visualizacdo de estruturas fungicas a microscopia direta
em um microscopio éptico bioldgico Olympus Cx21 (Olympus Optical do Brasil Ltda., SP,
Brasil) com objetiva de 40x de aumento. Concomitantemente, as amostras clinicas foram
semeadas na superficie do meio Agar Sabourand (DIFCO, Maryland, EUA) suplementado de
50 mg/L de cloranfenicol contido em placas de Petri, mantidas a temperatura de 37°C por até
15 dias. Ap6s o surgimento das coldnias, estas foram purificadas a partir de suspensées com
agua destilada esterilizada adicionada de 50mg/L de cloranfenicol e semeadas em estrias para

posterior identificacéo.
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Identificacdo dos Isolados

Os isolados foram identificados a nivel de género de acordo com as caracteristicas morfoldgicas
macroscopicas e microscépicas, bem como pela sua capacidade de crescimento em meio de
cultura (Agar de Sabourand), de acordo a taxonomia classica e auxilio de manuais de
identificacéo.

Verificacdo das caracteristicas macroscopicas: fragmentos da cultura foram transferidos
para o centro de placas de Petri contendo os meios Agar Sabourand, Agar Extrato de Malte e
Agar Batata Dextrose (BDA) (Lacaz et al., 2002), acordo com o fungo em estudo. As placas
foram mantidas a 30°C e a 37°C por até 15 dias e apds este periodo, foram realizadas as
diferentes analises fenotipicas como diametro, bordas, textura e coloracdo do verso e reverso
das colbnias, producédo de pigmentos e tempo de crescimento (Rapper e Fennel, 1977; Hoog et
al., 2000; Klich, 2002; Sidrim e Rocha, 2004).

Verificacdo das caracteristicas microscopicas: a verificacdo de microestruturas
somaticas e reprodutivas foi realizada pela técnica de microcultivo em de Dalmau (1929)
(cultivo em laminula), na qual fragmentos das coldnias foram semeados em trés pontos
equidistantes em placas Petri contendo o0 meio de cultura especifico para cada grupo de fungos,
e sobre estas colocadas laminulas previamente esterilizadas. A preparacdo permaneceu a
temperatura de 37°C por, aproximadamente, sete a 15 dias conforme a espécie em estudo. As
laminulas do cultivo foram retiradas e invertidas sobre uma lamina de vidro, contendo 40 pL
de Azul de Amann e observacdo microscépica (Carranza, 1949; Rapper e Fennel, 1977; Hoog
et al., 2000; Klich, 2002; Sidrim e Rocha, 2004).

Perfil de Sensibilidade a Antifingicos

O ensaio de sensibilidade a antifungicos foi desenvolvido segundo a técnica de microdiluigdo
em caldo, por meio do protocolo M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2008), modificado. A sensibilidade foi definida pelo padrdo do CLSI. Para a exposicao,
foram utilizados 3 antifngicos disponiveis comercialmente: Cetoconazol (KTC) (Quimica
Farmacéuticz, Bayer, Barcelona, Espanha), Ciclopirox Olamina (CPOA) (Aventis, Dermik
Laboratories, Berwyn, PA, EUA), Anfotericina B (AMB) (UNIANF®, SP, BRA).
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A solucdo-estoque dos antifungicos foi preparada em dimetilsulfoxido (DMSO; Vetec,
Brasil) e, posteriormente, realizaram-se diluicdes no meio RPMI 1640 (Meio de cultura
desenvolvido por Roswell Park Memorial Institute, Sigma, St. Louis, MO, EUA) tamponado a
pH 7,0 com 165 mM de acido morfolino-propanosulfénico (MOPS; Sigma, Vetec, Brasil), para
obter as concentragdes (doses) maximas e minimas das drogas: para KTC, 64 a 0,125 pum/mL;

e paraa AMB e CPOA, 0,03 a 16 ym/mL.

Os isolados que cresceram em placas, foram repicados em Agar batata-dextrose
(DIFCO, Detroit, MI, EUA), acrescidos de 2% de farinha de arroz (Maninho, Brasil) e mantidos
a 28°C por 2 dias. Posteriormente foi pegou uma amostra de celularidade que cresceu em placa
de cada isolado e realizada uma suspensdo em 5 mL de solucdo salina 0,85% e ajustada em
espectrofotobmetro (Shanghai Spectrum Instruments Co., Ltd., Xangai, China) até atingir

densidade celular com transmitancia de 80-82% a 530 nm.

Em placas de microtitulagdo de fundo chato com 96 pogos, foram dispostos 100 puL de
meio RPMI 1640 mais o MOPS (RPMI-MOPS), distribuidos nas colunas 11 e 12, as quais
foram utilizadas como controle de crescimento (controle positivo, s6 o fungo) e de esterilizacdo
(controle negativo, s6 a droga), respectivamente. No poco 1 foi colocada a dose maxima de
cada droga: KTC, 64 pm/mL; AMB, 16 um/mL; e CPOA, 16 pum/mL. Em seguida, a dose
maxima foi diminuida pela metade em cada po¢o subsequentemente, até chegar no poco 10
com a dosagem minima da droga: KTC, 0,125 um/mL; AMB, 0,03 um/mL; e CPOA, 0,03
pm/mL. Utilizou-se o volume de 100 uL de cada uma das diluigdes das drogas a serem testadas
nas colunas de 1 a 10, nas devidas concentra¢cdes. Em seguida, 100 pL do indculo padronizado
foram adicionados aos po¢os com 0 meio RPMI-MOPS das colunas 1 a 11, diluido na proporgéo
1:50, sendo as microplacas incubadas a 35°C por 48 horas. As placas de microtitulacdo foram
incubadas a 28°C por 3 dias. A cepa de Candida krusei ATCC 6258 foi utilizada como controle

de qualidade dos testes. Os testes foram realizados em duplicata.

A determinacdo da concentracgéo inibitoria minima (MIC) foi realizada visualmente por
comparagdo com o crescimento do controle livre de farmaco. A MIC foi definida como a menor
concentracdo de farmaco capaz de inibir totalmente o crescimento flngico para as drogas
utilizadas. Apds a realizacdo dos testes de sensibilidade antifingica, os resultados obtidos foram
analisados tendo como referéncia o protocolo M38-A2 do CLSI (2008) para ser tragado o perfil

de sensibilidade desses isolados.
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Andlise Estatistica do Perfil de Sensibilidade

A identificacdo dos géneros foi apresentada de forma descritiva, de acordo com o0s grupos de
estudo. Para comparar as diferencas de efetividade entre as diferencas drogas utilizadas nos
testes de susceptibilidade dos isolados, foi realizado o teste de Correlacéo de Spearman pelo
software SPSS Statistics Desktop® 22.0 (IBM, International Business Machines Corp., New
York, EUA). As conclus@es levaram em consideracdo o nivel de significancia de 0,05 (5%).

RESULTADOS
Diagndstico Micolégico e Identificagédo dos Isolados

Todos os ratos utilizados neste trabalho apresentaram-se sem lesbes na mucosa oral e sem

presenca de placa dentéria.

Para identificacdo dos isolados, das amostras semeadas foram isolados dois fungos
filamentosos. Um dos fungos, observou-se crescimento no meio de cultura Agar de Sabourand
em torno de 48 horas apds a semeadura. ldentificou-se inicialmente na semeadura minasculos
pontos e posteriormente colénias de cor creme, sem pigmento, lisas, brilhantes, glabrosas,
umidas, com consisténcia mole e odor de levedo. Na identificacdo microscépica, observou-se
a presenca de leveduras com hifas verdadeiras, blastoconidios e clamiddsporos tipicos,
redondos, terminais e intercalares, caracteristicos do género Candida spp.

Também foram observadas placas com crescimento rapido, coldnia filamentosa
granulosa pelo relevo rugoso, bordas irregulares, textura pulverulenta, com coloracdo que
variava de branca que mudava de tonalidade para verde acinzentado, até col6nias com tons
cinza, preto, marrom e amarelo. Microscopicamente, constatou-se hifas septadas hialinas com
septos uniformes, conidios globosos e conidiéforos longos e lisos, asseptado, caracteristicos do

género Aspergillus spp.

Para o grupo controle e os grupos GEL 12 dias e GEL 35 dias, ndo foram observadas
estruturas fungicas nas duas praticas de identificacdo. Para 0s grupos que receberam injecao
intraglandular de toxina botulinica, os resultados diferiram. No grupo BTX-A 12 dias, 0 exame
microscopico ndo revelou estruturas fungicas, tanto para leveduras, como para estruturas
filamentosas. J& no cultivo em placas de Agar Sabourand acrescida de cloranfenicol, os
resultados foram: 2 animais (33,3%) apresentaram fungos do género Aspergillus spp. e 4

animais (66,6%) apresentaram Candida spp.
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Ja no grupo BTX-A 35 dias, 0 exame de microscopia demonstrou a presenca de raras
células de leveduras dentre as células do epitélio da mucosa oral, em 2 animais. O cultivo em
placas mostrou que esses animais apresentaram Candida spp. na cavidade oral. Em relacao aos
outros animais em estudo, ndo foram observadas estruturas fangicas a microscopia. No cultivo
em Agar Sabourand, observamos 3 animais (50%) com Aspergillus spp. e 3 animais (50%) com
Candida spp.

Atividade Antifangica in vitro para Perfil de Sensibilidade

Os resultados aqui descritos sdo em relacdo aos achados no diagnéstico micoldgico realizado
nos cinco grupos de estudo. N&o foi isolado nenhum fungo nos grupos controle, GEL 12 dias e
GEL 35 dias (Tabela 1). J& os resultados para o perfil de sensibilidade as drogas Anfotericina
B (AMB), Cetoconazol (KTC) e Ciclopirox Olamina (CPOA), para os isolados dos grupos
BTX-A 12 dias e BTX-A 35 dias, estdo descritos na Tabela 1.

Em relacdo a sensibilidade do género Candida sp. a anfotericina B (AMB) nos dois
grupos BTX-A (12 e 35 dias), 85,71% das amostras foram inibidas a concentragdo de 1 pg/mL,
enquanto que o restante foi inibido na concentra¢ao de 2 pug/mL. Ja o género Aspergillus sp.,
80% foram inibidos a uma concentracdo de 2 pg/mL, enquanto que os 20% restantes foram

mais sensiveis, sendo inibido na concentragdo de 1 pg/mL (Figura 1).

O teste com a droga cetoconazol (KTC) resultou em sensibilidade a uma concentracdo
de 16 pg/mL de 28,57% do isolados de Candida spp. dos dois grupos de BTX-A, enquanto que
o restante da amostra (71,43%), foram inibidos & uma concentragdo de 8 pg/mL. Para os fungos
do género Aspergillus spp. foram sensivel as trés concentragdes diferentes de 4 pg/mL (40%),
8 ug/mL (40%) e 16 ug/mL (20%) (Figura 1).

Na sensibilidade ao ciclopirox olamina (CPOA), 42,86% dos isolados do género
Candida spp. foram sensiveis a uma concentragdo de 4 pg/mL, e o restante (57,14%) a uma
concentragdo de 2 ug/mL. Dos isolados de Aspergillus spp., 80% foi sensivel a uma
concentracao de 4 pg/mL, e apenas 1 animal (20%) foi inibido na concentracao de 1 pg/mL

(Figura 1).

Para as espécies do género Candida spp., ver-se que o mesmo foi mais sensivel ao
antifangico anfotericina B (AMB), pois uma concentragdo de 1 pg/mL foi capaz de inibir
85,71% dos isolados, seguido do cetoconazol (KTC) (71,43%) e ciclopirox olamina (CPOA)
(57,14%), sendo os MICs dos dois tltimos de 8 pg/mL e 2 pg/mL, respectivamente (Figura 1).
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Os fungos do género Aspergillus spp. mostraram-se mais resistentes quando
comparados ao género Candida spp. em relacdo a anfotericina B (AMB) e ao ciclopirox
olamina (CPOA), pois para inibir a maior porcentagem dos isolados (80%), foram necessarios
MICs de 2 pg/mL e 4 ug/mL, respectivamente. Ja para a droga cetoconazol (KTC), o género
Aspergillus spp. mostrou-se mais sensivel que o Candida spp., uma vez que os MICs para inibir
80% de seus isolados foram 4 pug/mL e 8 ug/mL, sendo 40% para cada concentragdo (Figura
1).

Ou seja, tanto as cepas de Candida sp. quando as de Aspergillus sp. dos grupos BTX-A
12 e 35 dias, foram mais sensiveis a anfotericina B, variando a sensibilidade para as outras duas
drogas. Observou-se também que houve uma tendéncia a maior sensibilidade com o passar do
efeito do tratamento. Independe do grupo analisado e do farmaco utilizado, o teste de
Correlacdo de Spearman ndo mostrou diferencas estatisticamente significantes entre a

eficiéncia dos farmacos utilizados (p > 0,05).

DISCUSSAO

Diante dos resultados obtidos, é possivel se fazer diferentes associacdes entre a utilizacdo da
toxina BTX-A e o desenvolvimento de fungos em cavidade oral dos animais. Embora ja esteja
descrito em literatura a constituicdo da microbiota da cavidade oral de ratos como sendo
constituida por diferentes espécies de fungos e bactérias, as quais vivem em colonizacéo
garantindo a constituicdo de uma defesa adequada contra a invasdo de processos infecciosos
nessa regido, no presente estudo, ndo foi possivel observar nos animais dos grupos gque nao
foram expostos a toxina botulinica tipo A, o isolamento de microrganismos fungicos, tanto nos

exames diretos quanto nas culturas em placa.

Pouco ha descrito sobre interferéncia do tratamento da sialorreia com injecdo
intraglandular de toxina botulinica tipo A na glandula submandibular, sobretudo no que se

refere a microbiota fungica.

Entretanto, estudos realizados por Freire-Garabal et al. (1999), apds provocar
hipossalivacdo pelo bloqueio dos ductos excretores das trés glandulas salivares maiores,
estabeleceram infecgdo por C. albicans com invasdo tecidual. Segundo Sreebny (2000), Turk-
Gonzales e Odderson (2005) e Melfi e Alley (2010), alteracdes de fluxo salivar influenciada
pela toxina botulinica pode ser considerada importante para a manifestagdo da quebra do

equilibrio microbiolégico da cavidade oral do animal.
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Almstahl e colaboradores (2003), em estudo feito com humanos, verificaram que
mudancas na microbiota oral, relacionadas com a hipossalivacgdo ha o aumento de
microrganismos acidogénicos e aciduricos. Meitner et al. (1990), descreveram que a diminuicao
do fluxo salivar pela utilizacdo de drogas promoveu infeccdo intensa por C. albicans na boca e
esdfago de ratos, tornando-se um fungo patogénico. Ja Totti et al. (1996), concluiram que a
xerostomia facilitou a colonizacdo de C. albicans, mas ndo de outras espécies. E Jorge et al.

(1993), também afirmaram que candidiase também ocorreu em ratos sialoadenectomizados.

Estes achados sdo especialmente importantes, pois, segundo Blanco e Garcia (2000), a
espécie C. albicans ndo necessita que o hospedeiro seja imunocomprometido para a colonizagao
saprofita da mucosa, estando presentes também em individuos imunologicamente competentes.
Candida spp. sdo patdgenos importantes, inclusive em infeccdes sistémicas (Brown et al.,
2005). Ja, segundo Reijula e Tuomi (2003), Aspergillus spp. sdo considerados fungos
oportunistas encontradas em ambientes domeésticos e profissionais, produtores de micotoxinas

de periculosidade severa.

Sobre a identificacdo pela morfologia dos géneros Candida spp. e Aspergillus spp., as
caracteristicas apresentadas estdo de acordo com descrito por Hoog et al. (2000), Sidrim e
Rocha (2004) e Brito et al. (2007).

A identificacdo de apenas dois géneros e, tdo somente nos grupos tratados com BTX-A,
pode ser justificado pelo nimero de microrganismo fungicos (leveduras ou filamentosos) ser
relativamente pequeno, quando comparado ao numero de colbnias bacterianas, em uma
microbiota de um animal saudavel e sem sinais de imunodeficiéncia. Mas, de acordo com Gabal
(1988) e Nobre et al. (1998), que trabalharam com Malassezia pachydermatis em caes, por
exemplo, leveduras oportunistas podem necessitar de fatores predisponentes para causar doenca
e sua proliferacdo pode ser inibida ou favorecida por outros microrganismos. O mesmo pode
ter ocorrido com os animais dos grupos controle, GEL 12 e 35 dias, uma vez que a falta da agéo
da toxina botulinica pode ndo ter influenciado na microbiota bacteriana e, assim, ter mantido o

equilibrio entre os microrganismos.

Corroborando com a hipGtese anteriormente citada, Diaz et al. (2014), afirmaram em
sua pesquisa que existem evidéncias potenciais sobre a sinergia entre Candida spp. e
estreptococos em modelos experimentais e que as relagbes fungico-bacterianas devem ser

consideradas como potenciais alvos preventivos e terapéuticos.
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Em relacdo aos testes de sensibilidade, de acordo com os resultados obtidos através dos
testes de sensibilidade antifungica e tomando como referéncia o CLSI (2008), no grupo BTX-
A 12 dias, os valores para inibir crescimento dos isolados de Candida spp. por AMB foi de 1
pg/mL, enquanto que para KCT variou de 8 a 16 pug/mL, estando este ultimo numa concentracéo
maior do que o padréo estabelecido pelo CLSI (2008) para a maioria das espécies do género
Candida spp. (MIC para AMB é 0,25 a 2 pg/mL, e para KCT, 0,06 a 0,5 pg/mL). Para o teste
com a CPOA, a MIC variou entre 2 e 4 pg/mL, no entanto, o CLSI (2008) néo traz referéncias
sobre dose padrdo para esta droga. Porém Siu et al. (2013), em seus estudos in vitro para
comparar a atividade antifungica de diversos agentes disponiveis, consideraram que para as
espécies de Candida spp., a MIC do CPOA ficou entre 0,06 a 0,5 pg/mL. Resultados
semelhantes foram obtidos por Gupta e Kohli (2003), com MIC entre 0,03 a 0,06 pg/mL™.

Jano grupo BTX A 35 dias, os isolados de Candida spp. foram considerados sensiveis
a anfotericina B, com MIC variando de 1 a 2 pg/mL, resistentes a cetoconazol (MIC de 8
pg/mL), quando comparados aos valores padrdes do CSLI (2008). Também foi considerado
resistente ao CPOA (MIC de 2 a 4 pug/mL), segundo os trabalhos de Gupta e Kohli (2003) e Siu
etal. (2013).

Os valores das concentracdes de inibicdes podem variar conforme a pesquisa realizada,
pois, como foi apresentado neste presente estudo, para inibir a maior parte dos isolados de
Candida spp. com a AMB foi de 1 pug/mL. Ja no trabalho de Brito et al. (2007), para a
anfotericina B, as MICs para Candida spp. foram menores (0,25 a 0,5 ug/mL). Talvez as

diferencas se deem devido a ajustes metodoldgicos ou a resisténcia de diferentes cepas.

Para a maioria das leveduras, a MIC para ciclopirox olamina encontra-se dentro de um
valor padronizado compreendido entre as concentracdes 0,9 a 3,9 pg/mL, para microrganismos
cultivados em Agar Sabourand-Dextrose (Abrams et al., 1992). Niewerth et al. (2003),
concluiram que a concentracgdo subinibitoria 6timas da hidroxipiridona ciclopirox olamina para
Candida spp. ¢ de 0,6 pg/mL. Pannu et al. (2009), verificaram um MIC para CPOA para
Candida spp. entre 0,25 ¢ 4 ug/mL. Posteriormente, uma revisao de literatura realizada por
Subissi et al. (2010), mostrou que para mais de seis espécies diferentes de Candida spp., a MIC
variou de 0,9 a 3,9 ng/mL. Desta forma, pode-se afirmar que o perfil de sensibilidade para o

antifingico PCOA dos fungos género Candida spp. ainda é controverso.

Em humanos, Demitto et al. (2012), verificaram in vitro que a sensibilidade a drogas
antifngicas de Candida spp. isoladas de urina e sangue de pacientes de um hospital, verificou
gue 100% das amostras foram sensiveis a AMB, independente da dose. Em estudo semelhante,
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Pedroso et al. (2014), utilizando isolados de Candida spp. provenientes de sangue humano,
observaram que as espécies deste género de fungo foram inibidas a uma concentracdo que

variou de 0,5 até 2 pg/mL.

Nos isolados de Aspergillus spp. com 12 dias ap6s a aplicagdo da BTX-A, foram
observadas MICs para AMB com uma variacdo de 1 a 2 pg/mL, de 8 a 16 pg/mL para KCT e
de 2 a 4 pg/mL para CPOA. Os padrbes do CSLI (2008) colocam o MIC para o género
Aspergillus spp. para AMB entre 0,5 e 8 ug/mL, e para KCT de 0,5 a 4 pg/mL. Pannu et al.
(2009), descreveram um MIC do CPOA para fungos do género Aspergillus spp. variando entre
0,5 e 2 ug/mL, enquanto Siu et al. (2013), definiram uma concentracéo que variou de 0,42 a 1
pg/mL. Desta forma, os fungos do género Aspergillus spp. do grupo BTX-A 12 dias foram

considerados sensiveis a AMB, e resistente aos demais.

Para os isolados de Aspergillus spp. no 35° dia, os mesmos foram considerados sensiveis
a AMB (MIC de 2 pg/mL), resistentes ao KCT (MIC de 4 a 8 pg/mL) e ao CPOA (MIC de 4
pg/mL). Segundo Badiee et al. (2012), em seus trabalhos, para diversas espécies de Aspergillus
spp. isoladas de humanos, o MIC para anfotericina e cetoconazol variaram entre 0,032 a 32
pg/mL e 0,125 a 16 pg/mL, respectivamente. Ja para a hidroxipiridona ciclopirox olamina,
Subissi et al. (2010), observou que para trés diferentes espécies de Aspergillus spp. o MIC ficou
entre os valores de 1,9 a 15,6 pg/mL, sendo que a espécie mais resistente foi o Aspergillus
flavus, com um MIC que variou de 7,8 a 15,6 pg/mL.

CONCLUSOES

O estudo demonstrou que ap6s a aplicagdo toxina botulinica tipo A (BTX-A), ocorreu mudanca
na microbiota fangica oral, tendo fungos dos géneros Candida spp. e Aspergillus spp., se
comportando como oportunistas, possuindo um alto nivel de resisténcia aos agentes
antifangicos testados, o que intensifica a grande importancia da micologia médica em paciente
acometidos por quadro de hipersalivacédo, sobretudo aos que fazem uso da BT X-A como forma
de tratamento para sialorreia. Os dados descritos no presente trabalho séo pioneiro e outras
investigacGes para determinar a ocorréncia de processo infeccioso micologico invasivo em
cavidade oral e identificacdo dos isolados em nivel de espécie, sdo necessarias para criar
subsidios quando a indicacdo do uso da BTX-A com esta finalidade de tratamento para

hipersalivacdo, tanto quanto para alertar aos profissionais das possiveis alteracdes orais.
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TABELA 1 | Perfil de resisténcia dos isolados Candida spp. e Aspergillus spp. provenientes da
cavidade oral de ratos com glandula submandibular tratada com BTX-A a Concentragdo
Inibitéria Minima (MIC) por Anfotericina B (AMB), Cetoconazol (KTC) e Ciclopirox Olamina
(CPOA).

Identificacdo dos Sensibilidade & | Sensibilidade a Sensibilidade a
GIrEusE?gode Isolados AnfotericinaB | Cetoconazol | Ciclopirox Olamina
(Quanto ao género) Doses Utilizadas dos Antifingicos (ng/mL)
Controle N&o encontrado | = - | meeeem | e
Animal 1: Aspergillus spp. 2 pg/mL 16 pg/mL 4 pg/mL
Animal 2: Aspergillus spp. 1 pg/mL 8 ug/mL 2 pg/mL
BTX-A 12 | Animal 3: Candida spp. 1 pg/mL 16 ng/mL 4 pg/mL
dias Animal 4: Candida spp. 1 pg/mL 16 pg/mL 4 pg/mL
Animal 5: Candida spp. 1 pg/mL 8 ug/mL 2 pg/mL
Animal 6: Candida spp. 1 pg/mL 8 ug/mL 4 pg/mL
Animal 1: Candida spp. 1 pg/mL 8 ug/mL 2 pg/mL
Animal 2: Aspergillus spp. 2 pg/mL 4 pg/mL 4 pg/mL
BTX-A 35 | Animal 3: Aspergillus spp. 2 pg/mL 8 ug/mL 4 pg/mL
dias Animal 4: Candida spp. 1 pg/mL 8 ug/mL 2 ng/mL
Animal 5: Candida spp. 2 pg/mL 8 ug/mL 2 pg/mL
Animal 6: Aspergillus spp. 2 pg/mL 4 pg/mL 4 pg/mL
GEL 12 dias N&o encontrado | = - | e e
GEL 35 dias N&o encontrado | = - | - e
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Legenda da Figura

Figura 1 | Grafico de barras mostrando as diferentes concentra¢@es das drogas utilizadas para
0 teste de sensibilidade (anfotericina B em azul; cetoconazol em laranja; e ciclopirox olamina
em cinza) por isolados, segundo os grupos BTX-A 12 e 35 dias. Observar que os isolados
obtidos 35 dias ap6s a aplicacdo da BTX-A foram mais sensiveis quando comparados com 0s
isolados coletados 12 dias apds a aplicacdo da droga.

Figura 01.JPGE
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Resumo

Objetivo: Verificar possiveis alteraces bioquimicas nos constituintes proteicos e eletroliticos
salivares de ratas wistar com glandulas submandibulares tratadas com aplicacdo de toxina
botulinica tipo A (BTX-A).

Materiais e Metddos: 32 animais adultos e fémeas, distribuidas em cinco grupos: Controle, sem
tratamento (n=7); grupos BTX-A 12 (n=7) e BTX-A 35 (n=6), que receberam a aplicacdo de
2,5U de toxina botulinica tipo A em glandulas submandibulares direitas; e grupos GEL 12 (n=6)
e GEL 35 (n=6), cujas glandulas direitas receberam injecdo de 0,125 mg gelatina de origem
bovina. Os grupos BTX-A 12 e GEL 12 foram analisados aos 12 dias apds o tratamento,
enquanto os grupos BTX-A 35 e GEL 35, foram analisados aos 35 dias ap0s aplicacdo. A
atividade proteolitica foi determinada utilizando azocaseina como substrato, e a deteccdo da
atividade de a-Amilase utilizou amido como substrato, apds incubacdo em diferentes valores
de temperatura e pH. A concentragdo de proteinas foi realizada através de uma solugéo alcalina
de cobre, solugdo de carbonato de s6dio 2% em hidrdxido de sddio 1% e adigdo do reagente de
Folin-Ciocalteus. O ionograma foi realizado por um analisador automatico para testes

bioquimicos.

Resultados: A atividade proteolitica total da saliva aumentou no 12° dia ap6s o tratamento,
diminuindo no 35° dia, mas sem diferenca estatistica significativa (p < 0,05). Observou-se
aumento da concentragdo de a-amilase nos grupos tratados com BTX-A e gelatina, diferindo
do grupo controle (p = 0,000). Ocorreu uma discreta diminuicdo da concentracdo proteica do
grupo controle (1,94 + 0,27 mg/mL) quando comparado com o grupo BTX-A 12 dias (1,74
0,15 mg/mL), voltando a aumentar consideravelmente na analise com 35 dias (2,39 + 0,36
mg/mL). Houve diminuicdo de K* e CI-, porém aumento da concentracdo de Na* nos grupos
BTX-A.

Conclus6es: Desta forma, concluimos que a BTX-A ndo alterou a atividade proteolitica total da
saliva, mas aumentou a secrecao de amilase salivar. A dosagem proteica da saliva total tende a
diminuir pouco tempo depois da aplicacdo da BTX-A, e aumenta consideravelmente com o
passar do efeito da droga. Sdo necessarias mais investigagdes sobre a mudanca eletrolitica da

saliva sob efeito da BTX-A e suas implicacdes para a satde oral.

Palavras-chaves: Toxina botulinica tipo A; Sialorreia; Eletrolitos; Excrecéo salivar; Proteinas

salivares
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Abstract

Objective: Check for possible biochemical changes in the protein and electrolytes salivary
constituents of wistar rats with submandibular glands treated with application of botulinum
toxin type A (BTX-A).

Materials and methods: Thirty-two adult and female animals were used, distributed in five
groups: Control, without treatment (n = 7); BTX-A 12 (n =7) and BTX-A 35 (n = 6) groups,
who received the application of 2.5U botulinum toxin type A in right submandibular glands;
and GEL 12 (n = 6) and GEL 35 (n = 6) groups, whose right glands were injected with 0.125
mg gelatin of bovine origin. BTX-A 12 and GEL 12 groups were analyzed at 12 days post-
treatment, while the BTX-A 35 and GEL 35 groups were analyzed at 35 days after application.
Proteolytic activity was determined using azocasein as substrate, and the detection of a-
Amylase activity utilized starch as substrate after incubation at different temperature and pH
values. Protein concentration was achieved by alkaline copper solution, 2% sodium carbonate
solution in 1% sodium hydroxide and addition of the Folin-Ciocalteus reagent. The ionogram
was performed by an automatic analyzer for biochemical tests. The total proteolytic activity of
saliva increased on the 12th day after treatment, decreasing on the 35th day, but without

significant statistical difference (p < 0.05).

Results: There was a slight decrease in the protein concentration of the control group (1.94 +
0.27 mg/mL) when compared to the 12-day BTX-A group (1.74 £ 0.15 mg/mL), 35-day
analysis (2.39 + 0.36 mg/mL). There was a decrease in K* and CI", but an increase in Na*

concentration in the BTX-A groups.

Conclusions: Thus, we concluded that BTX-A did not alter the total proteolytic activity of
saliva, but increased secretion of salivary amylase. The protein dosage of total saliva tends to
decrease shortly after the application of BTX-A, and increases considerably with the passing of
the drug effect. More research is needed on the electrolytic shift of saliva under BTX-A and its

implications for ora

Keywords: Botulinum toxins type A; Sialorrhea; Electrolytes; Salivary elimination; Salivary

proteins and peptides
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1. Introducgéo

A saliva € composta por agua, proteinas, glicoproteinas, imunoglobulinas e produtos
nitrogenados, como ureia e amonia, além de uma grande variedade de eletrdlitos, incluindo
sodio, potéssio, calcio, magnésio, bicarbonato e fosfatos. Os componentes salivares,
particularmente as proteinas, sdo multifuncionais, redundantes (realizando fungdes similares,
porém para diferentes amplitudes), e antifuncionais (atuando contra ou a favor do hospedeiro)
(Humphrey & Williamson, 2001), tendo um papel fundamental na protecdo da cavidade oral e
na manutencdo da salde sistémica, como por exemplo, solubilizacdo dos alimentos;
lubrificacdo das superficies orais facilitando a percepcdo do paladar, mastigacdo, degluticdo e
fala; proteger os dentes e a mucosa oral; neutralizar acidos (tamponamento); servir como defesa

contra microrganismos e também participam da digestdo (Brosky, 2007).

Por conta disso, distarbios na secrecdo salivar ou na degluticdo, podem acarretar em
grande prejuizo a saude e qualidade de vida do individuo, impactos negativos sobre funcGes
psicossociais, educacionais e morfofuncionais (Hassin-Baer, Scheuer, Buchman, Jacobson, &
Ben-Zeev, 2005). As alteraces mais comuns sdo a xerostomia (“boca seca”), que é a
diminuicdo ou interrupcao do fluxo salivar e/ou volume salivar e o acimulo de saliva na
cavidade oral, conhecido como sialorreia ou hipersalivacdo (Miranda-Rius, Brunet-Llobet,
Lahor-Soler, & Farré, 2015; Zlotnik, Balash, Korczyn, Giladi, & Gurevich, 2015). Devido as
consequéncias da sialorreia, 0s pacientes necessitam de uma intervencéo terapéutica eficiente

para o tratamento desta condicdo clinica.

Estudos clinicos apontam que o uso da toxina botulinica tipo A (BTX-A) em injecdes
percutaneas intraglandulares nas parétidas e submandibulares é eficaz e leva a diminuicdo da
sialorreia (Cift¢, Akinci, Yurttutan, & Akhan, 2013; Vashishta, Nguyen, Whit, & Gillespie,
2013), mantendo, dentre outros parametros, a boa saude oral (Wu et al., 2011). A BTX-A
ganhou popularidade rapidamente, e pode tornar-se o tratamento de escolha para a sialorreia
(Lim et al., 2006), pois é capaz de deprimir a atividade secretora das glandulas salivares (Ellies,
Mace, Reza-Nouraei, & Sandhu, 2004).

Nas trés glandulas salivares maiores, a secrec¢do de proteinas é controlada pelo sistema
nervoso autdbnomo (Turner & Sugiya, 2002). As glandulas submandibulares séo inervadas pelo
sistema nervoso simpatico e parassimpatico que agem conjuntamente. A estimulacdo dos
nervos parassimpaticos promove a liberacdo de um maior volume de saliva, porém com um
menor conteudo de proteina. De maneira diferente, a estimulacdo dos nervos simpéticos

promove a secrecdo de um volume menor de saliva, mas com um contetudo proteico mais
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elevado (Garrett, Suleiman, Anderson, & Proctor, 1991; Carpenter, Proctor, & Garrett, 2005).
Porém, quando ambos 0s nervos sao estimulados, hd uma cooperacéo entre os dois sistemas e
h& um aumento consideravel na quantidade de proteina liberada na saliva (Anderson, Garrett,
Zhang, Proctor, & Shori, 1994).

Dessa forma, fica clara a importancia da saliva para a saude oral e sistémica do
individuo, e fica o questionamento quanto a seguranca da aplicacdo da toxina botulinica tipo A
em relacdo a qualidade da saliva secretada ap6s o tratamento com esta droga. Sendo assim, 0
objetivo deste trabalho foi verificar a concentracao dos principais ions presentes na saliva total,
atividade proteolitica total da saliva, detec¢@o de a-amilase salivar, dosagem proteica da saliva
total de ratas Wistar tratadas com injecdo intraglandular de 2,5 U de BTX-A na glandula

submandibular.

2. Materiais e Métodos
2.1. Consideracdes Etica, Grupos de Estudo e Tratamento

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro
de Biociéncias (CB) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob o parecer de numero
23076.023152/2014-14. Foram utilizadas 32 ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus,
variagdo albinus), fémeas, adultas pesando entre 200-300 g. Os animais tiveram livre acesso a
agua e comida com uma dieta padrdo para roedores do biotério (Presence® Nutri¢do Animal
para Ratos, SP, Brasil) e foram mantidos 4 animais por gaiola de gaiolas de polipropileno
(49x34x16 cm), em temperatura de 22 + 2°C, com ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Todas as

manipulagdes experimentais foram realizadas entre 7:00 e 10:00 horas.

Os animais foram divididos em cinco grupos: grupo controle com 7 animais, sem
quaisquer tratamentos do complexo submandibular-sublingual; grupo BTX-A 12 dias, com 7
animais, cujas glandulas submandibulares dos complexos submandibulares-sublinguais direitos
receberam injecdo de 2,5 U toxina botulinica tipo A (Prosigne®, Cristalia, Itapira, SP, Brasil),
reconstituida em 0,1 mL de solucdo de cloreto de sddio 0,9%, evitando-se o borbulhamento e
agitacdo do diluente sobre a toxina, e analisadas 12 dias apds a aplicagdo; grupo BTX-A 35
dias, com 6 animais, cujas glandulas salivares receberam o mesmo tratamento do grupo BTX-
A 12 dias, porém analisadas 35 dias ap0s a aplicacao; grupo GEL 12 dias e grupo GEL 35 dias,
com 6 animais cada, cujas glandulas receberam injecao de 0,125 mg gelatina de origem bovina
(Gelita do Brasil Ltda., SP, Brasil), também diluida em 0,1 mL de cloreto de sddio 0,9%, e
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analisadas 12 e 35 dias ap0s a aplicacdo da gelatina, respectivamente (Ellies, Laskawi, Gotz,
Arglebe, & Torméhlen, 1999).

Para a aplicacdo da toxina botulinica tipo A e da gelatina de origem bovina nas glandulas
submandibulares do complexo, os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (50
mg/kg de peso — Clortamina®, BioChimico, Itatiaia, RJ, Brasil) e cloridrato de xilazina (10
mg/kg de peso — Rompun®, Bayer S.A., SP, Brasil), na proporgéo de 1:1 associados na mesma
seringa e administrados por via intramuscular. A seguir, foi realizado antissepsia do local com
digluconato de clorexidina 2% (FGM do Brasil®, Joinvillle, SC, Brasil), tricotomia da regio
cervical dos animais e aplicacdo das drogas pelo método palpatério e localizagdo anatémica do
complexo submandibular-sublingual. Posteriormente, posicionou-se a agulha no terco médio
do complexo, com a finalidade de injetar a droga apenas na glandula submandibular. As
aplicacdes intraglandulares foram em dose Unica, utilizando-se seringa de insulina de 1 mL/cc
ultrafina, com agulha de calibre de 8 mm (5/16") x 0,3 mm (30G) (BD, Curitiba, Parand, Brasil).

2.2. Colheita de Saliva

Doze e trinta e cinco dias ap0s o tratamento, realizou-se uma nova anestesia segundo
descrito anteriormente e prosseguiu-se com a estimulacéo do fluxo salivar para coleta da saliva,
através de Cloridrato de Pilocarpina a 0,5% (Férmula Manipulada. Pharmapele, Recife, PE,
Brasil), na dose de 0,4 mg/Kg de peso corporal, injetada por via intraperitoneal (Benard, Fabian,
Rosen, Hoppert, & Hunt, 1956; Asari, Maruyama, & Kusama, 2009). O periodo entre a injecao
da pilocarpina e a primeira gota de saliva foi considerado como fase lag (Lopez-Solis et al.,
2001). A saliva foi coletada por um periodo de 40 minutos em pote coletor universal de 80 mL.
Posteriormente 1 mL da saliva secretada foi aliquotada com pipetador automatico (Eppendorf
do Brasil, SP, Brasil), armazenada em tubos de microcentrifuga de 2 mL (Eppendorf), mantidos
em gelo e centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos, para remover possiveis células da mucosa
oral. O precipitado foi descartado e o sobrenadante transferido para novos tubos de
microcentrfuga de 2 mL e congelados em freezer na temperatura de —20°C, até 0 momento das

dosagens.

2.3. Atividade Proteolitica Total

A atividade proteolitica foi determinada utilizando azocaseina como substrato, de

acordo com Azeez et al. (2007). Aliquota (100 pL) da amostra (20 uL + 80 pL de agua
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destilada) foi incubada com 300 pL de fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,5, contendo azocaseina a
0,6% (p/v). Apos adicdo de 100 pL de Triton X-100 0,1% (v/v), a mistura foi incubada a 37°C
por 3 horas. A reacdo foi interrompida com a adicdo de 200 pL de acido tricloroacético (TCA)
a 10% (p/v) e a mistura foi incubada a 4°C por 30 minutos; em seguida, realizou-se
centrifugagcdo (9.000 rpm por 10 min) e a absorbancia a 366 nm do sobrenadante foi
determinada em espectrofotdmetro GeneQuant 1300 (Exon Biotec, Belo Horizonte, MG,
Brasil). Os ensaios-controle diferiram dos ensaios-teste apenas no momento da adi¢cdo do TCA,
a qual foi realizada antes da incubacéo a 37°C por 3 horas. Atividade proteolitica especifica foi
calculada através da razdo entre a atividade enzimética (U), que corresponde a quantidade de
enzima que aumenta em 0,01 a absorbancia em relagdo ao teste controle, e a quantidade de
proteinas (mg) utilizada no teste. Os ensaios foram realizados em triplicata e os valores

expressos como media + DP.

2.4. Dosagem de Proteinas

A estimativa da concentracdo de proteinas foi realizada de acordo com Lowry et al.
(1951), utilizando uma curva padrao de albumina sérica bovina (31,25 a 500 pg/mL). A amostra
(0,2 mL) foi incubada por 10 minutos com 1 mL de uma solucdo alcalina de cobre (1 mL de
sulfato de cobre 0,5% [p/v] em citrato de sddio 1% [p/v]) e 50 ml de solucédo de carbonato de
sodio 2% (p/v) em hidréxido de sodio 1% (p/v). Apos incubacédo a 28°C, foi adicionado 0,1 mL
do reagente de Folin-Ciocalteus (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA), diluido 1:1 com agua, e
apos 30 min, a absorbancia a 720 nm foi determinada em espectrofotdbmetro DR 5000 (Hach
Company, Loveland, Colorado, EUA). As dosagens foram realizadas em duplicata e os valores

expressos como media + DP.

2.5. Detecgdo de o-Amilase

A deteccéo da atividade de a-Amilase foi realizada com base no método descrito por
Bernfeld (1955), utilizando amido como substrato. Amostras de saliva (100 pL) foram
incubadas a 50°C por 10 minutos contendo 400 pL de uma solucdo de amido 1% em acetato de
sodio 0,1 M, pH 5,5 contendo CaCl2 0,02 M e NaCl 0,15 M. A reacgéo foi bloqueada pela adigédo
de 500 pL de DNS (acido dinitrosalicilico). Apos, os ensaios foram aquecidos a 100°C em agua
fervente por 6 minutos e imediatamente resfriados em gelo por 15 minutos. A absorbancia a

540 nm foi determinada em espectrofotometro de microplacas EpochTM, gerenciado pelo
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softwere Gen5 2.06 (Biotek, Winooski, VT, EUA). A quantidade de agucares redutores
liberados foi determinada por uma curva de calibragéo de glicose na qual y = 0,0026x + 0,4153.
Uma unidade de atividade de a-Amilase foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para gerar 1 pmol de glicose por minuto. As reacdes dos brancos foram realizadas sem o uso
de amido ou das amostras. As dosagens foram realizadas em duplicata e os valores expressos

como média + DP.

2.6. lonograma da Saliva

Apos o descongelamento da saliva armazenadas em tubos de polipropileno (Eppendorfs
do Brasil, SP, Brasil), foram obtidas 150 uL de cada amostra, colocadas em cubetas plasticas
de 5 mL, pré-diluidas e analisadas automaticamente por um analisador para testes bioguimicos
e imunoquimicos, o LabMax 240® (Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa, MG, Brasil) a
temperatura de 37°C, pelo método de sensores de ions seletivos (ISE).

O ionograma constou da mensuracao dos seguintes eletrdlitos: fosfato (PO47), calcio
(Ca?"), cloreto (CI7), sodio (Na*) e potassio (K*), utilizando os kits Cloretos Liquiform, Fésforo,
Calcio Arsenazo Liquiform, Potassio Enzimatico e Sédio Enzimatico (Labtest Diagnostica SA,
Lagoa Santa, MG, Brasil). Todas as analises foram realizadas num mesmo periodo, de maneira
a se obter o maximo de padronizacdo em relacdo as amostras e aos aparelhos, minimizando a

variabilidade analitica.

2.7. Andlise Estatistica

Os dados obtidos dos resultados dos testes bioquimicos salivares foram tabulados em
planilha do programa Microsoft Office Excel 2016 para Windows 10 (Microsoft Corporation) e
em seguida submetidos aos testes de normalidade (teste de Shapiro-Wilks) e de homogeneidade
de variancia (teste Levene) para determinar a parametricidade (normalidade) dos dados. Os
dados obtidos nos testes de Atividade Proteolitica Total da Saliva, Detec¢do de a-Amilase
Salivar e Dosagem Proteica da Saliva, assim como a dosagem dos ions cloreto e potassio no
ionograma, foram considerados paramétricos, e utilizou-se o teste Analise de Variancia
(ANOVA) com o teste Post-Hoc de Tukey. Os dados obtidos das dosagens dos ions célcio,
fosfato e sodio foram consideram ndo parameétricos e por isto utilizou-se o teste Kruskal Wallis,
seguido do Mann-Whitney U Test, quando havia diferenca estatistica significante. O software
SPSS Statistics Desktop® 22.0 (IBM, International Business Machines Corp., New York, EUA)
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foi usado para a realizacdo das andlises estatisticas. Todas as conclusdes levaram em
consideracao o nivel de significancia de 0,05 (5%) (Field, 2009).

3. Resultados

3.1. Atividade Proteolitica Salivar, Detec¢do de a-Amilase Salivar e Dosagem Proteica da

Saliva Total

Para a Atividade Proteolitica Salivar (U/mg), o teste Post-Hoc de Tukey, mostrou haver
diferencas significativas entre os grupos GEL 12 dias e BTX-A 35 dias (p = 0,42), e entre os
grupos GEL 12 dias e GEL 35 dias (p = 0,35). Nota-se um aumento da atividade proteolitica
no 12° dia apds o tratamento, seguindo com a diminuicdo desta atividade enzimatica, mas sem

diferencga estatistica significativa (p > 0,05) (Tabela 1).

As diferencas entre os grupos da Deteccdo de a-Amilase Salivar foram bastante
significativas (Tabela 2), sendo observado um aumento significativo da atividade da enzima,
estipulado pela concentracdo da mesma em mmol/min, nos grupos tratados com BTX-A 12 e

35 dias e GEL 12 e 35 dias, sendo o valor de p = 0,000 quando comparado com o grupo controle.

Ja na Dosagem Proteica da Saliva Total (mg/mL), apenas o grupo BTX-A 12 dias diferiu
significativamente dos grupos BTX-A 35 dias (p = 0,47) e GEL 35 dias (p = 0,49). Apesar do
resultado estatistico ndo mostrar uma diferenca significativa, observa-se uma discreta
diminuicdo da concentracdo proteica da saliva total, quando comparado a saliva do grupo
controle (1,94 £ 0,27 mg/mL) com a saliva 12 dias (1,74 + 0,15 mg/mL) apos a aplicacdo da
toxina botulinica. A concentra¢do volta a aumentar consideravelmente na analise com 35 dias
(2,39 + 0,36 mg/mL) apos o tratamento. Este padrao praticamente se repetiu com os dois grupos

tratados com a gelatina bovina (Tabela 1).

3.2. lonograma da Saliva

A andlise dos dados da medigdo do nivel de eletrdlitos dos ions calcio (Ca?*), cloreto
(CI), fosfato (HPO4?"), potassio (K*) e sodio (Na*), mostrou pequenas variacdes individuais

quando cada parametro foi avaliado (Tabela 3).
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Tabela 1

Diferenca entre as Médias dos Diversos Grupos de Estudo da Atividade Proteolitica, Detec¢do

de a-Amilase Salivar e Dosagem Proteica da Saliva Total.

Andlises Controle BTX-A BTX-A GEL GEL valor?
12 dias 35 dias 12 dias 35 dias P
Pf,\;'t‘é:)dlf‘t‘?cea 115,09 + 142,93 + 110,26 + 150,80 + 109,22 + 0.007
16,22 27,59 13,82 27,86 27,44 !
(U/mg)
Detecgéo de
a-éﬁz;rlTi]\lllaarse 23,01+1,61 58,17 + 3,30 58,60 + 1,90 53,45 + 4,07 57,18 + 1,69 0,000
(mmol/min)
Dosagem
Proteica 1,94 £ 0,27 1,74 £ 0,15 2,39+0,36 1,79 £0,54 2,39 +0,57 0,011
(mg/mL)

Ip-valor do teste da ANOVA (se p-valor < 0,05 as médias entre os grupos diferem significativamente).
Os valores sdo médias + DP obtidos a partir do resultado de cada animal dos diferentes grupos.

Tabela 2

Grupos com diferencas significativas na Detec¢do de a-Amilase (mmol/min).

Média Médias L
Grupos . Grupos . p-valor

(mmol/min) (mmol/min)

BTX-A 12 dias 58,17 + 3,30

BTX-A 35 dias 58,60 + 1,90

Controle 23,01 +1,61 0,000
GEL 12 dias 53,45 + 4,07

GEL 35 dias 57,18 + 1,69

BTX-A 12 dias 58,17 + 3,30 GEL 12 dias 53,45 + 4,07 0,030

BTX-A 35 dias 58,60 + 1,90 GEL 12 dias 53,45 £ 4,07 0,021

Ip-valor do teste Post-Hoc de Tukey (se p-valor < 0,05 as médias entre os grupos diferem significativamente).




Tabela 3
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Médias, Desvios Padrdes e Andlise Estatistica dos Parametros avaliados no lonograma da

Saliva Total nos Grupos de Estudo.

Grupos de Estudo
Exames e
Unidades | Controle | BTX"A12 | BTX-A35 GEL 12 GEL 35 ]
q dias dias dias dias 12
e n=7 valor™
Medidas n=7 n==6 n==6 n==6
Médias + Desvios Padrdes (DP) das médias
'0215/3'5'0 213+1,06 0,31+009  0,62+0,12 1,96+123  086+011 | 0,0952
lonCloreto g9/, 150 5356+206 6112+234 6484+219 64764124 | 0,001
mmol/L
'O%Z‘/)g‘z"to 311+024 229+023 281+022  261+022  240+016 | 00772
lonPOASSIO 53 151012 22524012 2278+023  2351+019 2368+013 | 0,000
mmol/L
'fn” mso"l‘/jio 3229+150 3555+1,61 3870+1,15 3121+163 30,11+092 | 0,006

Ip-valor do teste da ANOVA (se p-valor < 0,05 as médias entre os grupos diferem significativamente).

2p-valor do teste Kruskal Wallis (se p-valor < 0,05 as médias entre os grupos diferem significativamente).

Na dosagem de CI7, o teste Post-Hoc de Tukey revelou diferencas significativas entre os
grupos BTX-A 12 e GEL 12 dias (p = 0,002), e também BTXA-12 e GEL 35 dias (p = 0,002),
sendo que os dois grupos tratados com gelatina bovina, tiveram maiores concentracfes de ions

cloreto.

As diferencas foram mais frequentes na concentracdo de K*. O grupo controle diferiu
apenas do grupo BTX-A 12 dias (p = 0,042). Porém a concentracdo de ions potassio no grupo
BTX-A 12 dias, além de ser significativamente menor em relacdo ao grupo controle, também
foi menor do que o grupo GEL 12 (p = 0,001) e GEL 35 dias (p = 0,000). O mesmo ocorreu
entre o grupo BTX-A 35 com os grupos GEL 12 (p = 0,030) e GEL 35 dias (p = 0,005).

Ja o Mann-Whitney U Test, mostrou que o grupo BTX-A 35 dias teve uma concentracao
de Na* significativamente maior que grupos controle (p = 0,004), GEL 12 (p = 0,025) e GEL
35 dias (p = 0,004). Além disso, também houve diferenca entre os grupos BTX-A 12 e GEL 35
dias (p = 0,015).
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4. Discussao

Nossos resultados demonstram uma diminuicdo da secrecdo de proteinas na saliva 12
dias ap0s a aplicacdo da BTX-A, com aumento significativo aos 35 dias. Pelos dados coletados
na presente pesquisa, pode-se supor que a inibicdo da secrecdo da saliva pela injecéo
intraglandular da BTX-A, pode causar uma leve diminuigdo da concentragédo proteica 12 dias
apos o tratamento, mas que quando os &cinos comegam a se recuperar, ha uma maior liberagéo
de proteinas, quando comparado com o grupo controle. Isso sugere que o blogueio sinaptico na
juncéo neuroglandular, promove acumulo das proteinas sintetizadas no interior da célula acinar,
ou até mesmo proteolise, e quando do seu retorno ao estimulo nervoso, a mesma libera estas
proteinas acumuladas em maior quantidade, ou volta a sintetiza-la intensamente. E possivel que
o0 bloqueio farmacolégico tenha interferido nesta producdo. Estes dados sdo semelhantes com
os obtidos por Osailan et al. (2006), apds ligadura intraoral do ducto excretor da glandula
submandibular de ratos, mas sem interrupcdo do fornecimento nervoso parassimpatico,
observaram perdas substanciais de proteinas secretoras. Estas perdas eram maiores nos grupos

gue também tinham a inervacdo parassimpatica bloqueada.

Estima-se que mais de 2000 peptideos estdo presentes na saliva, dos quais em torno de
400 a 600 espécies de peptideos provém diretamente das glandulas salivares (Amado,
Calheiros-Lobo, Domingues, Duarte, & Vitorino, 2010). De acordo com Amando et al. (2006),
a identificacdo de proteinas salivares, permitem fazer comparacGes em diferentes condicGes

glandulares correlacionando com disturbios morfofisioldgicos e bioquimicos.

O aumento da concentracdo de proteinas no grupo BTX-A 35 dias, embora nao
significativo em relagdo ao grupo controle, pode indicar um aumento da secrecao de conteido
mucindégeno na saliva (mistura de diversas mucossubstancias ricas em glicoproteinas
denominadas mucinas, conjugadas a carboidratos complexos), deixando-a mais viscosa e com
menor teor de &gua. Estudos anteriores com criancas demonstraram que ap0s a injecdo
intraglandular de BTX-A, a saliva ficou mais espessa e houve um aumento na viscosidade
salivar a partir da segunda semana apos a injecao, o que pode indicar um aumento na secre¢ao
de mucina na saliva, mesmo ndo havendo aumento significativo da concentracdo total de

proteinas (Zussman, Yarin, & Nagler, 2007; Erasmus et al., 2010).

Para Abe & Nitta (1984), a concentracdo de proteina total na saliva varia de acordo com
o fluxo salivar, ritmo circadiano, extenséo do estimulo, dentre outros fatores, e, no ser humano,
a proporcdo das diferentes proteinas varia consideravelmente de uma pessoa para outra.

Anderson et al. (1995), afirmam que a estimulacdo nervosa parassimpética causa um fluxo
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copioso de saliva com baixo teor de proteina, enquanto que a estimulagdo simpatica causa um
grande aumento na atividade de proteinases, sendo esta Gltima atribuivel a liberacéo exocitotica
de granulos secretores. Um ponto importante foi levantando por Amado et al. (2006), ao afirmar
que elevados teores de mucina, detritos, bactérias e a atividade proteolitica da saliva, séo

limitantes na identificacdo e dosagem de proteinas salivares.

Corroborando com os resultados desta pesquisa, Watson et al. (1989), utilizando
atropina sistémica para inibir a salivacdo em ratos, com posterior inducdo por pilocarpina,
verificaram diminuicao da concentracdo de proteinas da saliva secretada pela glandula parétida
(p < 0,05) e com aumento dos escores para a doenca cérie (p < 0,05), nos animais alimentos
com uma dieta cariogénica. Maller et al. (2015) e Petracca et al. (2015), verificaram que a
elevacdo da concentracdo das proteinas totais na saliva pode dever-se a algum mecanismo
compensatorio sobre a a¢do do receptor B-adrenérgicos (a¢do simpatica), podendo assim,

aumentar a viscosidade da mesma.

As proporgdes relativas dessas proteinas podem variar entre os individuos analisados.
Mais recentemente, Neyraud et al. (2006), estudando a proteémica salivar de glandulas
parétidas humanas, descreveram diferencas no conteldo proteico da saliva estimulada por
diferentes sabores. Além disso, uma vez cessada a estimulacdo parassimpatica, apenas a
estimulagdo simpatica ird produzir uma secre¢cdo menos fluida e altera o conteudo e a
composicdo das proteinas (Garrett, Suleiman, Anderson, & Proctor, 1991; Mittal, Bansal, Garg,
Atreja, & Bansal, 2011).

Segundo Proctor e Carpenter (1998), dependendo do individuo, pode ocorrer variacfes
significativas na concentracdo de diferentes proteinas, mas parece haver uma compensacao
funcional de uma proteina por outra. Além disso, para Carpenter (2013), existem diferencas
entre as proteinas que cada glandula salivar sintetiza, resultando em uma enorme variedade de
proteinas ndo s6 entre os individuos, mas também dentro do mesmo individuo em diferentes
momentos do dia (devido a contribuicdo de glandulas diferentes). Alterman et al. (2012),
concluiram em seus estudos que sob estresse luminoso, alteracBes sobre secrecao de saliva pela
glandula submandibular em ratos podem ocorrer. A mudancga da composi¢édo salivar dependente
de estimulos diversos. Na desnervacdo cirurgica parassimpatica da glandula parétida de
ovelhas, os autores Edwards & Titchen (2002), observaram que a secre¢édo salivar espontanea

foi significativamente menor nas glandulas desnervadas, porém com mais proteinas.

Shan et al. (2009), concluiram ndo haver aumento da concentracao de proteinas salivares

apos a aplicacdo da BTX-A. Porém, na presente pesquisa, foi observado que ap6s o tratamento
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com BTX-A e com gelatina bovina, a dosagem proteica da saliva diminuiu no 12° dia,
aumentando significativamente no 35° dia ap0s o tratamento. Sendo assim, pode-se sugerir a
medida que a droga foi perdendo sua poténcia, as células acinares, talvez mais sensiveis por
conta da falta de estimulo da acetilcolina, passou a secretar maior quantidade de proteinas. Uma
explicacdo semelhante pode ser dada aos grupos tratados com gelatina bovina, ndo por pela

inibicdo direta do estimulo colinérgico neuronal, mas por uma possivel inflamagéo tecidual.

E importante ter em mente que a aplicacio da BTX-A e da gelatina de origem bovina,
causa um trauma no tecido que foi perfurado pela agulha da injecdo, somado ao fato de
introduzir uma substancia estranha ao organismo, podendo, ambos o0s eventos, levarem a um
processo inflamatdrio no estroma glandular. Alguns estudos, como os de Carpenter et al. (2007)
e Yu (1986), sugerem que a presenca de células inflamatdrias reduz a secrecdo das glandulas
salivares sem causar qualquer lesdo glandular, pois agiriam liberando citocinas, impedindo a

liberacdo de neurotransmissores e, além disso, dessensibilizando as células parenquimatosas.

Em relacdo a atividade proteolitica, sua diminui¢do nas amostras pode ser explicada pela
presenca de inibidores de proteases secretada na saliva de ratos, como a cistatina S ou inibidor
de cisteino-proteinase, bem como a presenca de inibidores de serino, metalo e aspartico
proteases (Chaparro, Yu, & Shaw, 1998). Pouco existe na literatura relatos sobre a atividade
proteolitica da saliva, e menos ainda quando a mesma esta sob efeito da BTX-A.

Na presente pesquisa, pode-se supor que a aplicagcdo da BTX-A promoveria uma atrofia
acinar, fazendo com que 0os mesmos ndo produzissem e/ou secretassem proteinas. Mas nao se
pode esquecer que a analise realizada no presente estudo, foi em relacdo a saliva total, e que as
glandulas pardtidas estavam livres da influéncia da toxina, e que na estimulacdo com
pilocarpina, o fluxo secretorio da mesma, supera o fluxo do complexo submandibular-
sublingual (saliva estimulada). Segundo Proctor et al. (2007), poucos estudos coletam uma
secrecdo submandibular ou sublingual verdadeiramente pura por causa das dificuldades

anatdmicas encontradas neste complexo.

Em relacdo a concentracao de amilase salivar, Shan et al. (2009), estudando a secre¢éo
salivar de glandulas submandibulares de coelhos tratados com injecéo intraglandular de BTX-
A, concluiram que as concentragcdes de amilase ndo foram alteradas apds o tratamento. Porém,
em outra pesquisa realizada posteriormente, no qual Shan et al. (2013), analisaram a saliva da
secrecdo basal e estimulada separadamente, descreveram que na secrecdo basal, apés 1 e 4
semanas da aplicacdo, a concentracdo da amilase aumentou em relagdo aos animais do grupo

controle. Na saliva estimulada por alimentos, esta concentracdo ndo se alterou em relacéo ao
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observado grupo controle. Porém estes autores utilizam apenas a saliva excretadas pela glandula
submandibular. O estimulo salivar advindo de alimeto provoca maior secrecdo de saliva pelas

glandulas pardtidas, sendo esta saliva rica de amilase.

Diferente do descrito por Shan et al. (2013), a salivacdo no presente estudo foi
estimulada através do uso de cloridrato de pilocarpina a 0,5%, e foi observado um aumento da
concentragdo de amilase nas ratas tratadas com BTX-A em relagdo ao grupo controle. Mgller
etal. (2011), também percebeu um aumento de amilase na saliva de pacientes apés a injecéo de
toxina botulinica no tratamento da sialorreia. Esse mesmo autor sugere que o aumento da
atividade da amilase, bem como o aumento da concentracdo de proteinas, se deve ao baixo

fluxo salivar apresentado em pacientes tratados com toxina botulinica.

Sobre a dosagens dos eletrolitos dos ions presentes na saliva, ou ionograma, é
importante estabelecer um padrdo de secrecdo eletrolitica em pacientes que fazem uso de BTX-
A para tratamento da sialorreia, pois, segundo Sanioto et al. (2013), alteracdes nestes ions, pode
levar a diminuicdo do efeito-tampdo, que a saliva realiza quando em quantidades normais, leva
a um pH o6timo para a proliferacdo de microrganismos causadores de doencgas oportunistas.
Outra importancia se encontra no fato de que, conforme relatado por Hay, Schluckebier, &
Moreno (1986), os eletrolitos presentes na saliva, especialmente o Ca?*, sdo influenciados por

componentes proteicos salivares.

Shan et al. (2009), relataram nao haver alteracdes nas concentragdes dos ions Na*, KI*
e CI™ na saliva apos injegdo de BTX-A. Porém, mais tarde, Shan et al. (2013), verificaram que
na salivacdo basal, as concentracdes dos ions Na*, KI" e CI” ndo foram alteradas ap0s 0
tratamento, mas que na salivacdo estimulada, a concentracdo do Na® aumentou no grupo
tratado, quando comparado com o grupo controle, e as demais ndo se alteraram. Ja os resultados
do presente estudo, realizado com a saliva total, mostram que houve aumento do Na* no BTX-
A em relagdo ao grupo controle. Porém, estes autores (SHAN et al., 2013), analisaram apenas
a saliva colhida por meio de filtro de papel diretamente do ducto excretor da glandula
submandibular de coelhos.

De acordo com Mgiller et al. (2015), em um estudo clinico com pacientes que utilizaram
BTX-B a longo prazo, notaram que com a diminuicdo do fluxo salivar, aumenta a concentracdo
de Na*, CI” e a proteina total na saliva. Almstahl e Wikstrom (2003), em um trabalho que
avaliou os eletrdlitos de saliva total estimulada em individuos com hipossalivacao de etiologia
diversas, concluiram que as concentragdes dos diferentes eletrdlitos (bicarbonato, potassio,

calcio e sodio) estdo mais relacionadas com a causa da hipossalivacdo do que com a taxa da
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secrecdo salivar. Paciente em tratamento com neurolépticos, a concentragdo de PO4>~ foi maior.
Em pacientes que passaram por radioterapia na regido de cabeca e pescoco, secretaram maior
quantidade de Na*, K* e Ca?". Os portadores da Sindrome de Sjogren tiveram aumento do Na*.

Todos os grupos apresentaram uma diminuicdo do ion HCOs™.

Outro fator importante que deve ser considerado quando se trabalha com saliva, é a
condigdo das funcdes renais. Segundo Westbrook (1978) e De Rossi e Glick (1996), por
exemplo, em doenca renal, normalmente, ndo ha excrecdo de fosfatos. Quando fosfatos sao
retidos, estimulam as glandulas paratireoides a secretar paratorménio (PTH), causando o
hiperparatiroidismo secundario compensatorio, que eleva a calcemia. O aumento da
concentra¢do de ions no soro sanguineo pode influenciar na producdo de outras secrecoes
corporais. Dai a importancia de correlacionar um tratamento local, com toda a condicdo

sistémica do individuo.

5. Conclustes

Desta forma concluimos que a BT X-A ndo alterou a atividade proteolitica total da saliva,
mas aumentou significativamente a secrecdo de amilase salivar nos grupos tratados com toxina
botulinica e gelatina bovina. A dosagem proteica da saliva total tende a diminuir pouco tempo
depois da aplicacdo da BTX-A, e aumenta consideravelmente com o passar do efeito da droga,
sugerindo uma grande liberacdo de proteinas contidas na glandula submandibular.

A influéncia de BTX-A, sobre a glandula submandibular, tem uma grande importancia
na concentracdo final da saliva, especialmente para 0s &cinos serosos. SAo necessarias outras
metodologias e mais investigaces para determinar com certeza as implicagfes do tratamento

da BTX-A para a composicéo salivar, e verificar a atuacao gelatina bovina no tecido glandular.

Conflito de interesses

Os autores declaram ndo haver conflito de interesses.

Referéncias

Abe, K. & Nitta, H. (1984). Amino acid composition of salivary protein secreted by the parotid
glands of rats in response to parasympathomimetic and sympathomimetic drugs. Archives of
Oral Biology, 29(2), 127-130, 1984. http://dx.doi.org/10.1016/0003-9969(84)90115-8.



199

Almstahl, A. & Wikstrom, M. (2003). Electrolytes in stimulated whole saliva in individuals
with hyposalivation of different origins. Archives of Oral Biology, 48(5), 337-344.
http://dx.doi.org/10.1016/S0003-9969(02)00200-5.

Alterman, A., Mathison, R., Coronel, C. E., Stroppa, M. M., Finkelberg, A. B., & Gallara, R.
V. (2012). Functional and proteomic analysis of submandibular saliva in rats exposed to chronic
stress by immobilization or constant light. Archives of Oral Biology, 57, 663-669.
http://dx.doi.org/10.1016/j.archoralbio.2011.12.008.

Amado, F. M. L., Vitorino, R., Calheiros-Lobo, M. J., Domingues, P. M., & Duarte, J. A.
(2006). Salivary glands and saliva composition: a proteomic approach. Abstracts 3rd
International Symposium on Salivary Glands in Honor of Niels Stensen. Okazaki Conference
Center, NINS, Japan. p. 21.

Amado, F., Calheiros-Lobo, M. J., Domingues, P., Duarte, J. A., & Vitorino, R. (2010). Salivary
peptidomics. Expert Review of Proteomics, 7(5), 709-721. http://dx.doi.org/10.1586/epr.10.48.

Anderson, L. C., Yang, S. C., Xie, H., & Lamont, R. J. (1994). The effects of streptozotocin
diabetes on salivary-mediated bacterial aggregation and adherence. Archives of Oral Biology,
39(4), p. 261-269. http://dx.doi.org/10.1016/0003-9969(94)90115-5.

Anderson, L. C., Garrett, J. R., Zhang, X., Proctor, G. B., & Shori, D. K. (1995). Differential
secretion of proteins by rat submandibular acini and granular ducts on graded autonomic nerve
stimulations. Journal of Physiology, 485(2), 503-511.

Asari, T., Maruyama, K., & Kusama, H. (2009). Salivation Triggered by Pilocarpine Involves
Agquaporin-5 in Normal Rats but Not in Irradiated Rats. Clinical and Experimental
Pharmacology and Physiology, 36(5-6), 531-538. http://dx.doi.org/10.1111/j.1440-
1681.2008.05104.x.

Azeez, A., Sane, A. P., Bhatnagar, D., & Nath, P. (2007). Enhanced expression of serine
proteases during floral senescence in Gladiolus. Phytochemistry, 68, 1352-1357.
http://dx.doi.org/10.1016/j.phytochem.2007.02.027.

Benard, M. A., Fabian, F. W., Rosen, S., Hoppert, C. A., & Hunt, H. R. (1956). A Method for
the Collection of Large Quantities of Rat Saliva. Journal of Dental Research, 35, 326-327.
http://dx.doi.org/10.1177/00220345560350022801.

Bernfeld, P. (1955). Amylases: o and 3. Methods in Enzymology, 1, 149-158.

Brosky, M. E. (2007). The Role of Saliva in Oral Health: Strategies for Prevention and
Management of Xerostomia. The Journal of Supportive Oncology, 5(5): 215-225. PMID:
17564151

Carpenter, G. H., Proctor, G. B., & Garrett, J. R. (2005). Preganglionic parasympathectomy
decreases salivary SIgA secretion rates from the rat submandibular gland. Journal of
Neuroimmunology, 160, 4-11. http://dx.doi.org/10.1016/j.jneuroim.2004.10.020.

Carpenter, G. H., Osailan, S. M., Correia, P., Paterson, K. P., & Proctor, G. B. (2007). Rat
salivary gland ligation causes reversible secretory hypofunction. Acta Physiologica, 189, 241-
249. http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-201X.2006.01662.X.



200

Carpenter, G. H. (2013). The Secretion, Components, and Properties of Saliva. Annual Review
of Food Science and Technology, 4, 267-276. http://dx.doi.org/10.1146/annurev-food-030212-
182700.

Chaparro, O., Yu, W.-H. A., Shaw, P. A. (1998). Isoproterenol-induced expression of the
cystatin S gene in submandibular glands of parasympathectomized rats. Molecular Brain
Research, 61, 136-146. http://dx.doi.org/10.1016/S0169-328X(98)00223- X.

Ciftci, T., Akinci, D., Yurttutan, N., & Akhan, O. (2013). US-guided botulinum toxin injection
for excessive drooling in children. Diagnostic and Interventional Radiology, 19(1), 56-60.
http://dx.doi.org/10.4261/1305-3825.DIR.5940-12.1.

De Rossi, S. S., & Glick, M. (1996). Dental considerations for the patient with renal desease
receiving hemodialysis. Journal of the American Dental Association, 127(2), 211-219.
http://dx.doi.org/10.14219/jada.archive.1996.0171.

Edwards, A. V., & Titchen, D.A. (2002). The effect of parasympathetic postganglionic
denervation on parotid salivary protein secretion in anaesthetized sheep. Autonomic
Neuroscience, 100(1-2), 50-57. http://dx.doi.org/10.1016/S1566-0702(02)00148-0.

Ellies, M., Laskawi, R., Gotz, W., Arglebe, C., & Tormahlen, G. (1999). Immunohistochemical
and morphometric investigations of the influence of botulinum toxin on the submandibular
gland of the rat. European Archives of Otorhinolaryngology, 256(3),148-152.
http://dx.doi.org/10.1007/s004050050129.

Ellies, M., Gottstein, U., Rohrbach-Volland, S., Arglebe, C., & Laskawi, R. (2004). Reduction
of salivary flow with botulinum toxin: extended report on 33 patients with drooling, salivary
fistulas, and sialadenitis. The Laryngoscope, 114(10), 1856-1860.
http://dx.doi.org/10.1097/00005537-200410000-00033.

Erasmus, C. R., Hulst, K. V., Hoogen, F. J. V. D., Limbeek, J. V., Roeleveld, N., Veerman, E.
C., Rotteveel, J. J., Jongerius, P. H. (2010). Thickened saliva after effective management of
drooling with botulinum toxin A. Developmental Medicine & Child Neurology, 52, e114-e118.
http://dx.doi.org/10.1111/j.1469-8749.2009.03601.x.

Field, A. P. (2009). Discovering statistics using SPSS. London, England: SAGE.

Garrett, J. R., Suleiman, A. M., Anderson, L. C., & Proctor, G. B. (1991). Secretory responses
in granular ducts and acini of submandibular glands in vivo to parasympathetic or sympathetic
nerve  stimulation in rats. Cell and Tissue Research, 264, 117-126.
http://dx.doi.org/10.1007/BF00305729

Hassin-Baer, S., Scheuer, E., Buchman, A. S., Jacobson, I., & Ben-Zeev, B. (2005). Botulinum
Toxin Injections for Children With Excessive Drooling. Journal of Child Neurology, 20(2),
120-123. http://dx.doi.org/10.1177/08830738050200020701.

Hay, D. I., Schluckebier, S. K, & Moreno, E.C. (1986). Saturation of human salivary secretions
with respect to calcite and inhibition of calcium-carbonate precipitation by salivary
constituents. Calcified Tissue International, 39(3), p. 151-160.
http://dx.doi.org/10.1007/BF02555111.



201

Humphrey, S. P., & Williamson, R. T. (2001). A review of saliva: Normal composition, flow,
and function. Journal of Prosthetic Dentistry, 85(2), 162-169.
http://dx.doi.org/10.1067/mpr.2001.113778.

Lim, M., Mace, A., Reza-Nouraei, S. A., & Sandhu, G. (2006). Botulinum toxin in the
management of sialorrhoea: a systematic review. Clinical Otolaryngology, 31(4), 267-272.
http://dx.doi.org/10.1111/].1749-4486.2006.01263.X.

Lépez-Solis, R., Puente, M., Duran, V., Morales-Bozo, I., Kemmerling, U., Pardo, R., & Wenk,
C. (2001). Characterization of mouse salivary polypeptide secretion after oral administration of
pilocarpine. Revista Chilena de Historia Natural, 74, 195-205.
http://dx.doi.org/10.4067/S0716-078X2001000000023.

Lowry, O. H., Rosebrough, N. J., Farr, A. L., & Randall, R. J. (1951). Protein measurement
with the Folin phenol reagent. The Journal of Biological Chemistry, 193, 265-275.

Miranda-Rius, J., Brunet-Llobet, L., Lahor-Soler, E., & Farré, M. (2015). Salivary Secretory
Disorders, Inducing Drugs, and Clinical Management. International Journal of Medical
Sciences, 12, 811-824. http://dx.doi.org/10.7150/ijms.12912.

Mittal, S., Bansal, V., Garg, S., Atreja, G., & Bansal, S. (2011). The diagnostic role of Saliva —
A Review. Journal of Clinical and Experimental Dentistry, 3(4), e314-e320.
http://dx.doi.org/10.4317/jced.3.e314.

Magiller, E., Daugaard, D., Holm, O., Winge, K., Bardow, A., Lykkeaa, J., Belhage, B., & Bakke,
M. (2015). Repeated treatments of drooling with botulinum toxin B in neurology. Acta
Neurologica Scandinavica, 131, 51-57. http://dx.doi.org/10.1111/ane.12309.

Neyraud, E., Sayd, T., Morzel, M., & Dransfield, E. (2006). Proteomic analysis of human whole
and parotid salivas following stimulation by different tastes. Journal of Proteome Research,
5(9), 2474-2480. http://dx.doi.org/10.1021/pr060189z.

Osailan, S. M., Proctor, G. B., Mcgurk, M., & Paterson, K. L. (2006). Intraoral duct ligation
without inclusion of the parasympathetic nerve supply induces rat submandibular gland
atrophy. International Journal of Experimental Pathology, 87(1), 41-48.
http://dx.doi.org/10.1111/j.0959-9673.2006.00453.x.

Petracca, M., Guidubaldi, A., Ticciardi, L., lalongo, T., Del Grande, A., Stasio, E. D., &
Bentivoglio, A. R. (2015). Botulinum toxin in sialorrhea is safe and effective in long-term use.
Toxicon, 93, S49-S50. http://dx.doi.org/10.1016/j.toxicon.2014.11.161.

Proctor, G. B., & Carpenter, G. H. (1998). The function of salivary proteins and the regulation
of their secretion by salivary glands. Biomedical Reviews, 9, 3-15.
http://dx.doi.org/10.14748/bmr.v9.132.

Proctor, G. B., Osailan, S. M., Mcgurk, M., & Harrison, J. (2007). Sialolithiasis -
pathophysiology, epidemiology and aetiology. In O. Nahlieli (Ed.), Modern Management
Preserving the Salivary Glands (pp. 85-135). Herzeliya: IsraDon Publ.

Sanioto, S. M., Amorim, J. B. O., Mancini, M. N. G., & Baldo, M. V. C. (2013). Regulacdo
Neurovegetativa do Aparelho Estomatognatico: Fisiologia da Secre¢do Salivar. In M. V. C.



202

Baldo, & M. C. Regatdo, Fundamentos de Odontologia: Fisiologia Oral (Chapter 5). S&o
Paulo: Santos.

Shan, X. -F., Cai, Z. -G., Wu, L. -L., Yu, & G. -Y. (2009). Effect of botulinum toxin-A on
secretion of parasympathetic denervated rabbit submandibular gland. Chinese Journal of
Stomatology, 44(9), 548-552. http://dx.doi.org/10.1016/j.ijom.2009.03.342

Shan, X. -F., Xu, H., Cai, Z. -G., Wu, L. -L., & Yu, G. -Y. (2013). Botulinum toxin A inhibits
salivary secretion of rabbit submandibular gland. International Journal of Oral Science, 5(4),
217-223. http://dx.doi.org/10.1038/ij0s.2013.82.

Turner, R. J., & Sugiya, H. (2002). Understanding salivary fluid and protein secretion. Oral
Disease, 8(1), 3-11. http://dx.doi.org/10.1034/j.1601-0825.2002.10815.X.

Vashishta, R., Nguyen, S. A., Whit, D. R., & Gillespie, M. B. (2013). Botulinum Toxin for the
Treatment of Sialorrhea: A Meta-analysis. Otolaryngology — Head and Neck Surgery, 148(2),
191-196. http://dx.doi.org/10.1177/0194599812465059.

Watson, G. E., Pearson, S. K., Falany, J. L., Culp, D. J., Tabak, L. A., & Bowen, W. H. (1989).
The Effect of Chronic Atropine Treatment on Salivary Composition and Caries in Rats. Journal
of Dental Research, 68(12), 1739-1745. https://doi.org/10.1177/00220345890680120401.

Westbrook, S. D. (1978). Dental management of patients receiving hemodialysis and kidney
transplants. Journal of the American Dental Association, 96(3), 464-468.
http://dx.doi.org/10.14219/jada.archive.1978.0091.

Wu, K. P. -H., Ke, J. -Y., Chen, C. -Y., Chen, C. -L., Chou, M. -Y., & Pei, Y. -C. (2011).
Botulinum Toxin Type A on Oral Health in Treating Sialorrhea in Children With Cerebral
Palsy: A Randomized, Double-Blind, Placebo-Controlled Study. Journal of Child Neurology,
26(7), 838-843. http://dx.doi.org/10.1177/0883073810395391.

Yu, J. -H. (1986). Modulating effects of prostaglandins on parasympathetic-mediated secretory
activities  of rat  salivary  glands. Prostaglandins, 31(6), 1087-1097.
http://dx.doi.org/10.1016/0090-6980(86)90212-1.

Zlotnik, Y., Balash, Y., Korczyn, A. D., Giladi, N., & Gurevich, T. (2015). Disorders of the
Oral Cavity in Parkinson’s Disease and Parkinsonian Syndromes. Parkinson’s Disease, 2015,
1-6. http://dx.doi.org/10.1155/2015/379482.

Zussman, E., Yarin, A. L., & Nagler, R. M. (2007). Age- and Flow-dependency of Salivary
Viscoelasticity. Journal of Dental Research, 86(3), 281-285.
https://doi.org/10.1177/154405910708600316.



203

Apéndice IV — Artigo 4

Uso Local de Toxina Botulinica Tipo A no Complexo Submandibular-
Sublingual de Ratas: Andlises Soroldgica e Histopatoldgicas Hepéticas e
Renais

Local Use of Botulinum Toxin Type A in the Submandibular-Sublingual Complex of
Rats: Serological and Hepatic and Renal Histopathology Analyzes

Jaciel Benedito de Oliveira®*, Liriane Baratella-Evéncio®, Luciana Silva Regueira®, Leonardo

Prezzi Dornelles®, Rair de Meneses Quirino®, Joaquim Evéncio Neto'

8Programa de Pos-Graduagdo em Biociéncia Animal (PPGBA) da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE) e Departamento de Anatomia do Centro de Biociéncias (CB) da

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife Pernambuco, Brasil;
bDepartamento de Histologia e Embriologia, CB, UFPE;

°Programa de P6s-Graduacdo em Odontologia, Centro de Ciéncias da Saude, UFPE;
dPrograma de Pos-Graduagdo em Bioquimica e Fisiologia, CB, UFPE

¢Curso de Graduacdo em Medicina, CCS, UFPE

'Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFO) e do Programa de P6s-Graduagio
em Biociéncia Animal (PPGBA), UFRPE, Recife, Pernambuco, Brasil.

*Autor para Correspondéncia:

Prof. Jaciel Benedito de Oliveira, Departamento de Anatomia, Centro de Biociéncias (CB),
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Avenida Professor Moraes Régo, 1235, Cidade
Universitaria, Recife, PE, Brasil. CEP: 50670-901.

Fone: +55 81 21268555 / E-mail: jacieloliveira@gmail.com



204

Resumo

E cada vez mais comum a utilizacdo da toxina botulinica tipo A (BTX-A) na terapéutica da
sialorreia. Apesar de ser um tratamento local, ha possibilidade de espalhamento da droga para
0 organismo e pouco se sabe sobre a sua metabolizacdo e excre¢do. Sendo assim, 0 objetivo
desta pesquisa foi avaliar as altera¢fes bioquimicas séricas de enzimas hepaticas e produtos do
metabolismo proteico, além de descrever as possiveis alteracBes na arquitetura tecidual do
figado e rins de ratas tratadas com injecdo de BT X-A no complexo submandibular-sublingual.
Foram utilizadas 32 ratas Wistar adultas, distribuidas em cinco grupos: Controle, sem
tratamento (n=7); grupos BTX-A 12 (n=7) e BTX-A 35 (n=6), que receberam a aplicacdo de
2,5U de toxina botulinica tipo A em glandulas submandibulares direitas; e grupos GEL 12 (n=6)
e GEL 35 (n=6), cujas glandulas direitas receberam injecdo de 0,125 mg gelatina de origem
bovina. Os grupos BTX-A 12 e GEL 12 foram analisados aos 12 dias ap0s o tratamento,
enquanto os grupos BTX-A 35 e GEL 35, foram analisados aos 35 dias apds aplicagdo. Através
de puncéo cardiaca, foi coletado de 4 a 5 mL de sague, que ap0s a retracdo do coagulo foi
centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos para obtencdo do soro sanguineo. Foram realizadas
analises bioquimicas séricas para AST, ALT, GGT, FA, creatinina, ureia e albumina, além dos
eletrolitos Ca?*, PO4~, CI7, K* e Na*. Os fragmentos hepaticos e renais removidos foram fixados
em formol 10% tamponado, pH 7,2, encaminhados para processamento histolégico
convencional e corado com HE. Ndo foram visualizadas alteragdes histopatolégicas nos
figados, porém os rins apresentaram modificacdes glomerulares e tubulares, sugestivos de
lesGes renais. N&o se observou alteracoes significativas nos niveis de AST, FA e ureia. Dentre
os ions, apenas K" aumentou significativamente entre os grupos de estudo. A analise dos
parametros bioquimicos ndo permitem, por si sO, concluir precisamente o diagnostico dos
tecidos afetados e a etiopatogenia das lesdes hepaticas e renais, sendo a analise histopatoldgica
fundamental para a conclusdo final. A anélise histopatologica revelou grandes alteracfes do
parénquima renal, com graves insultos aos néfrons, lesdo glomerulares e das células tubulares,

tendo correlagdo com os niveis séricos de ureia e as tendéncias da concentracédo de creatinina.

Palavras-chaves: Toxina botulinica tipo A, Figado, Rim, Eletrdlitos, Técnicas de laboratorio

clinico
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Abstract

The use of botulinum toxin type A (BTX-A) in the treatment of sialorrhea is increasingly
common. Despite being a local treatment, there is a possibility of spreading the drug to the
organism and little is known about its metabolism and excretion. Therefore, the objective of
this research was to evaluate the biochemical serum changes of hepatic enzymes and products
of protein metabolism, besides describing the possible alterations in liver and kidneys tissue
architecture of rats treated with BTX-A injection in the submandibular-sublingual complex.
Thirty-two adult and female animals were used, distributed in five groups: Control, without
treatment (n=7); BTX-A 12 (n=7) and BTX-A 35 (n = 6) groups, who received the application
of 2.5U botulinum toxin type A in right submandibular glands; and GEL 12 (n = 6) and GEL
35 (n = 6) groups, whose right glands were injected with 0.125 mg gelatin of bovine origin.
BTX-A 12 and GEL 12 groups were analyzed at 12 days post-treatment, while the BTX-A 35
and GEL 35 groups were analyzed at 35 days after application. Through cardiac puncture, 4 to
5 mL of sage were collected, which after clot retraction was centrifuged at 3000 rpm for 10
minutes to obtain blood serum. Serum biochemical analyzes were performed for AST, ALT,
GGT, AF, creatinine, urea and albumin, besides the electrolytes Ca?*, PO4~, CI", K* and Na*.
The removed hepatic and renal fragments were fixed in 10% buffered formaldehyde, pH 7.2,
forwarded for conventional histological processing and stained with HE. No histopathological
changes were seen in livers, but the kidneys presented glomerular and tubular modifications
suggestive of renal lesions. No significant changes were observed in the levels of AST, FA and
urea. Among the ions, only K* significantly increased between the study groups. The analysis
of the biochemical parameters does not, by itself, accurately conclude the diagnosis of the
affected tissues and the etiopathogenesis of the hepatic and renal lesions, being the
histopathological analysis fundamental for the conclusion. Histopathological analysis revealed
large alterations of the renal parenchyma, with grave insults to the nephrons, glomerular and

tubular cell lesions, correlating with serum levels of urea and trends in creatinine concentration.

Keywords: Botulinum toxins type A, Liver, Kidney, Electrolytes, Clinical laboratory

techniques
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1. Introducgéo

A injecdo intraglandular de toxina botulinica tipo A (BTX-A) é considerada um
procedimento pouco invasivo e local, com discretos ou nulos efeitos colaterais locais ou
sistémicos, constituindo uma 6tima alternativa de tratamento para a sialorreia (Gok et al., 2013;
Mendes et al., 2010; Bhayani e Suskind, 2008; Cheng e Newall, 2003). Entretanto, h4 poucos
relatos na literatura que relate com certeza a excrecdo da BTX-A a partir deste ponto de

aplicacéo.

Apesar da toxina botulinica ser considera a neurotoxina mais letal que existe (Bachur et
al., 2009; Johnson e Bradshaw, 2001), com sua dose letal de 1 ng/kg de peso corporal, sendo
10 milhGes de vezes mais tdxico do que o cianeto (Zhang e Varnum, 2012; Schantz e Johnson,
1992), esta toxina tornou-se foco de interesse para fins terapéuticos, tendo seu uso ampliado
para tratamento de transtornos autondmicos e, mais recentemente, tem sido estudado seu efeito

analgésico na dor neuropética (Cortés-Monroy e Soza, 2014).

Alguns autores afirmaram que apés a aplicacdo da toxina botulinica, o excedente da
droga € absorvido pela circulacdo sanguinea, sendo metabolizada sistemicamente através de

proteases, com excre¢ao urinaria (Sposito, 2004; Simpson, 2013).

A homeostasia do corpo depende, dentre outros parametros, do bom funcionamento
renal, pois exerce funcdes fisioldgicas regulatdrias e excretdrias indispensaveis (Eaton e Pooler,
2016; Almeida et al., 2012; Funchal, Mascarenhas, Guedes, 2011; Guyton e Hall, 2011). Da
mesma forma, o figado tem um importante papel na homeostasia do corpo, desempenhando,
dentre diversas fungdes, a secrecdo de bile, producédo e metabolismo de proteinas, degradacéo

e excrecdo de diversas drogas (Guyton e Hall, 2011; Schinoni, 2006).

A inexisténcia de trabalhos na literatura sobre os efeitos sistémicos da BTX-A utilizada
no tratamento local da sialorreia, sobretudo nas fungdes hepéticas e renais, em relacdo as
alteracbes bioquimicas laboratoriais e histopatoldgicas, sustentam a proposta da presente
pesquisa em avaliar as alteracdes bioquimicas séricas de enzimas hepéticas e produtos do
metabolismo proteico, além de descrever as possiveis alteracGes na arquitetura tecidual do

figado e rins de ratas tratadas com inje¢&o intraglandular de BTX-A.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Consideragcdes Eticas e Tratamento dos Animais

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro
de Biociéncias (CB) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob o parecer de numero
23076.023152/2014-14. Foram utilizadas 32 ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus,
variacdo albinus), fémeas, adultas pesando entre 200-300 g. Os animais tiveram livre acesso a
agua e comida com uma dieta padrio para roedores do biotério (Presence® Nutri¢do Animal
para Ratos, SP, Brasil) e foram mantidos 4 animais por gaiola de gaiolas de polipropileno
(49x34x16 cm), em temperatura de 22 + 2°C, com ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Todas as
manipulagdes experimentais foram realizadas entre 7:00 e 10:00 horas.

Os animais foram divididos em cinco grupos: grupo controle com 7 animais, sem
quaisquer tratamentos do complexo submandibular-sublingual; grupo BTX-A 12 dias, com 7
animais, cujas glandulas submandibulares dos complexos submandibulares-sublinguais direitos
receberam injecdo de 2,5 U toxina botulinica tipo A (Prosigne®, Cristalia, Itapira, SP, Brasil),
reconstituida em 0,1 mL de solucéo de cloreto de sddio 0,9%, evitando-se o borbulhamento e
agitacdo do diluente sobre a toxina, e analisadas 12 dias apds a aplicacdo; grupo BTX-A 35
dias, com 6 animais, cujas glandulas salivares receberam o mesmo tratamento do grupo BTX-
A 12 dias, porém analisadas 35 dias ap0s a aplicacao; grupo GEL 12 dias e grupo GEL 35 dias,
com 6 animais cada, cujas glandulas receberam injecao de 0,125 mg gelatina de origem bovina
(Gelita do Brasil Ltda., SP, Brasil), também diluida em 0,1 mL de cloreto de sddio 0,9%, e

analisadas 12 e 35 dias ap0s a aplicacdo da gelatina, respectivamente (Ellies et al.,1999).

Para a aplicacdo da toxina botulinica tipo A e da gelatina de origem bovina nas glandulas
submandibulares do complexo, os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (50
mg/kg de peso — Clortamina®, BioChimico, Itatiaia, RJ, Brasil) e cloridrato de xilazina (10
mg/kg de peso — Rompun®, Bayer S.A., SP, Brasil), na proporcéo de 1:1 associados na mesma
seringa e administrados por via intramuscular. A seguir, foi realizado antissepsia do local com
digluconato de clorexidina 2% (FGM do Brasil®, Joinvillle, SC, Brasil), tricotomia da regio
cervical dos animais e aplica¢do das drogas pelo método palpatério e localizagdo anatémica do
complexo submandibular-sublingual. Posteriormente, posicionou-se a agulha no terco médio
do complexo, com a finalidade de injetar a droga apenas na glandula submandibular. As
aplicacdes intraglandulares foram em dose Unica, utilizando-se seringa de insulina de 1 mL/cc
ultrafina, com agulha de calibre de 8 mm (5/16") x 0,3 mm (30G) (BD, Curitiba, Parand, Brasil).



208

2.2. Puncéo Sanguinea e Colheita do Figado e dos Rins

Nas respectivas datas de analise de cada grupo de estudo, com seringa descartavel de 5
mL (Luer Lock, Descarpack, Fibra Cirargica, Joinville, SC, Brasil), foi feita puncéo cardiaca
de 4 a5 mL de sangue, que foi armazenado em tubos tipo Falcon seco e estéril de 15 mL (Global
Trade, Monte Alto, SP, Brasil) sem anticoagulante ou ativador de coagulos e mantido em

repouso (Costa et al., 2012).

Apds a retracdo completa do codgulo, deixados a temperatura ambiente por 30 minutos,
as amostras foram centrifugadas para obtencdo do soro sanguineo, a 3000 rotagdes por minuto,
durante dez minutos. O soro sobrenadante foi acondicionado em tubos de polipropileno
(Eppendorfs do Brasil, SP, Brasil) e congelado a —20°C até o momento das analises. O
congelamento ocorreu para fazer as analises de todas 0s grupos em um Gnico momento e todas
as amostras foram descongeladas apenas no momento de processamento. Ap6s a puncgéo
sanguinea, foi realizada uma inciséo na cavidade abdominal dos animais, e o figado e rins foram

removidos, fixados em formol 10% tamponado, pH 7,2.

2.3. Analise da Bioquimica Sérica

As andlises bioquimicas séricas foram realizadas no Analisador Bioquimico
Semiautomatico Bio-200F (Bioplus®, Barueri, Sdo Paulo, Brasil), utilizando kits bioquimicos
comercias especificos da Dolles® Reagentes (Goiania, GO, Brasil), seguindo a orientacdo do
fabricante. Foram determinados os seguintes parametros bioguimicos: alanina aminotransferase
(ALT ou TGP), aspartato aminotransferase (AST ou TGO), gama-glutamil transferase (Gama-

GT ou GGT), fosfatase alcalina (FA), creatinina, ureia e albumina séricas.

2.4. lonograma do Soro Sanguineo

Apos o descongelamento do soro sanguineo armazenados em tubos de polipropileno
(Eppendorfs do Brasil, SP, Brasil), foram obtidas 150 pL. de cada amostra, colocadas em
cubetas plasticas de 5 mL, pré-diluidas e analisadas automaticamente por um analisador para
testes bioquimicos e imunoquimicos, o LabMax 240® (Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa,
MG, Brasil).



209

Foram dosados os ions fosfato (PO47), célcio (Ca?*), cloreto (CI7), sodio (Na*) e potassio
(K™), utilizando os kits Cloretos Liquiform, Fdsforo, Calcio Arsenazo Liquiform, Potassio
Enzimatico e Sodio Enzimatico (Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa, MG, Brasil). Todas as
analises foram realizadas num mesmo periodo, de maneira a se obter o maximo de padronizagéo

em relacdo as amostras e aos aparelhos, minimizando a variabilidade analitica.

2.5. Analises Histopatoldgicas do Figado e dos Rins

Apbs a fixacdo, fragmentos dos figados e metade de cada um dos rins dos animais foram
encaminhados para processamento, através da técnica histologica convencional, com inclusdo
em parafina histologica. Cortes histologicos semisseriados foram obtidos com
aproximadamente 5 um, estirados em banho-maria histologico, dispostos em laminas, corados
pela hematoxilina e eosina (HE), e montados em Entellan® (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) (Tolosa et al., 2003).

2.6. Analise Estatistica

Os dados obtidos do ionograma do soro sanguineo foram tabulados em planilha do
programa Microsoft Office Excel 2016 para Windows 10 (Microsoft Corporation) e em seguida
submetidos aos testes de normalidade (teste de Shapiro-Wilks) e de homogeneidade de
variancia (teste Levene) para determinar a parametricidade dos dados. Para a andlise estatistica
paramétrica, utilizou-se o teste Analise de Variancia (ANOVA) com o teste Post-Hoc de Tukey.
O teste Kruskal Wallis foi aplicado nos parametros formados por dados ndo paramétricos,
seguido do Mann-Whitney U Test, quando houvesse diferenga significativa. O software SPSS
Statistics Desktop® 22.0 (IBM, International Business Machines Corp., New York, EUA) foi
usado para a realizacdo das analises estatisticas. Todas as conclusdes levaram em consideracao
o nivel de significancia de 0,05 (5%) (FIELD, 2009). Os valores dos dados foram expressos em

média £ desvio padrédo (DP).

3. Resultados
3.1. Analise da Bioguimica Sérica

A analise dos dados mostrou pequenas variac¢@es individuais quando cada parametro foi

avaliado. Os dados apresentados na Tabela 1, sdo referentes aos parametros bioquimicos
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analisados onde estdo demonstrados o nimero de animais por grupo, a média e o desvio padrdo

da média (DP) dos resultados obtidos.

Ap0s a aplicacdo do teste ANOVA para verificar as diferencas entre os grupos do exame
ALT, o teste post-Hoc de Tukey mostrou que a média e desvio padrdo do grupo BTX-A 35 dias
foi significativamente menor quando comparada com as médias dos outros quatro grupos de
estudo (p < 0,02). Os outros grupos (controle, BTX-A 12, GEL 12 e GEL 35 dias) nédo

apresentaram diferencas estatisticas entre si.

Tabela 1

Médias, Desvios Padrdes e Analise Estatistica dos Parametros avaliados nos grupos de estudo.

Grupos de Estudo
Ulf]?;arlgeez 3 . Controle BTé(i;z\ 12 BT()j(i—éz\ 35 GEiI;SlZ GEiI;SBS o-
Medidas (7 animais) (7 animais) (6 animais) (6 animais) | (6 animais) valor?
Médias + Desvios Padrdes (DP) das médias
AST (U/L) 22529+30,90 194,14 +21,95 178,67 +£20,21  200,83+26,01 278,17+17,35 | 0,71
ALT (U/L) 62,29 +3,91 62,71+ 6,21 36,33+ 2,73 76,50+3,84  74,17+8,40 | 0,000
FA (U/L) 478,14 £59,98 435,29 + 65,52 401,67 +84,10 458,17 +96,74 406,33 £59,67 | 0,934!
GGT (U/L) 3,96 + 0,90 3,65+ 0,83 1,66 + 0,38 2,04 £0,53 4,44+0,64 | 0,0312
Albumina (g/dL)  3,39+0,15 3,320,013 2,76 +0,13 3,23+0,21 2,97 +0,12 0,034!
Ureia (mg/dL) 39,43 +£1,13 50,57 + 4,35 58,33 + 8,04 4567 +4,88  54,33+234 | 0,058
Creatinina 0,56 + 0,06 0,64+ 0,03 0,56 0,08 0,76 + 0,03 0,74+0,09 | 0,041
(mg/dL)

Ip-valor do teste da ANOVA (se p-valor < 0,05 as médias entre os grupos diferem significativamente).

Zp-valor do teste Kruskal Wallis (se p-valor < 0,05 as médias entre os grupos diferem significativamente).

A aplicacdo do Mann-Whitney U Test nos diferentes grupos de estudo de anélise do
GGT, mostrou haver diferenca estatisticamente significativa entre os grupos: controle e BTX-
A 35 dias (p = 0,45); BTX-A 35 e GEL 35 dias (p = 0,009); e GEL 12 e GEL 35 dias (p =
0,022).

O teste post-Hoc de Tukey da estatistica da dosagem de albumina sérica, mostrou haver
uma pequena diferenca estatisticamente significante apenas entre o grupo controle e o grupo
BTX-A 35 dias (p = 0,42), tendo o grupo controle uma concentragdo em g/dL maior quando

comparado ao grupo analisado com 35 dias apo0s a aplicacdo da BTX-A (Tabela 1).
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Com relacéao aos niveis séricos de creatinina, apos a aplicacdo do Mann-Whitney U Test,
verificou haver diferenca significante entre os grupos: controle e GEL 12 dias (p = 0,011);
BTX-A 12 e GEL 12 dias (p = 0,023); e BTX-A 35 e GEL 12 dias (p = 0,024). Ou seja, a média
da creatinina do grupo GEL 12 dias foi significativamente maior que a média dos grupos
controle, BTX-A 12 e BTX-A 35 dias.

2.2. lonograma do Soro Sanguineo

A andlise estatistica dos dados obtidos, mostrou pequenas variagdes individuais quando
cada parametro foi avaliado. Os dados apresentados na Tabela 2, séo referentes aos parametros
bioguimicos de eletrélitos analisados, onde estdo demonstrados o nimero de animais por grupo,

a média e o desvio padrdo da média (DP) dos resultados obtidos.

O unico parametro onde foi encontrado diferenca estatisticamente significante, foi na
dosagem do cétion potassio (p = 0,010). O teste Post-Hoc de Tukey, revelou que houveram
diferengas estatisticas entre o grupo Controle e os grupos BTX-A 12 dias (p = 0,41) e GEL 12
dias (p =0,12).

Tabela 2

Médias, Desvios PadrGes e Analise Estatistica dos Parametros avaliados no lonograma do Soro
Sanguineo nos Grupos de Estudo (Ca?*, PO4~, CI, K* e Na").

Grupos de Estudo
Exames e . . ) ;
. Controle BTX-A12dias | BTX-A35dias | GEL 12 dias | GEL 35 dias 17
Unidades de p-valor
Medidas n="7 n=7 n==6 n=6 n==6
Médias + Desvios Padrdes (DP) das médias
'O':ngj‘l'_c'o 10,61 % 0,37 11,31 40,31 10,69 + 0,37 11,28 + 0,92 10,75 + 0,50 0,784
'O'r‘n';‘/);f_""to 1472+ 085 16,87 + 1,75 14,27 + 0,66 15,63 + 2,39 12,92+ 073 0,348
'Orr]‘,m(igi/rﬁto 111,54 + 2,07 110,35 + 1,02 115,01 + 3,14 11046 535 107,59 + 2,53 0,3512
SRS 458+0,16 6,36 + 0,43 5,18 + 0,46 6,75 % 0,56 562 + 0,54 0,010
mmol/L
fon Sadio + + + + + L
L 27731+ 15,6 303,72 + 19,2 312,67 + 30,5 286,47 +19,0 275,00+ 24,6 0,690

Ip-valor do teste da ANOVA (se p-valor < 0,05 as médias entre os grupos diferem significativamente).

2p-valor do teste Kruskal Wallis (se p-valor < 0,05 as médias entre os grupos diferem significativamente).
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2.3. Analises Histopatolégicas do Figado e dos Rins

Macroscopicamente, os figados e rins ndo apresentaram quaisquer alteragdes
anatdmicas, considerando aspectos como tamanho, cor e forma. A avaliacdo histopatoldgica
dos fragmentos hepéticos do grupo controle, demonstrou um padrdo microscopico de
normalidade, com o figado revestido por uma cépsula de tecido conjuntivo fibroso e dividido
em compartimentos de forma aproximadamente hexagonal, formando os I6bulos hepaticos. Na
regido onde os vértices dos I6bulos hepaticos confluiam, o espaco porta, se apresentava
preenchido por tecido conjuntivo contendo ramos da artéria hepatica, veia porta-hepética e o
ducto biliar. No centro do l6bulo, observamos a veia centrolobular, e partido desta, de maneira
radial, os hepatdcitos se arrumam em corddes, enfileirados. Entre os corddes, e convergindo
para a veia centrolobular, encontramos diversos capilares sinusoides hepaticos, dentro do quais,
de forma muito caracteristica, encontramos um macréfago fixo, de nucleo achatado e
citoplasma irregular (células de Kiipffer). Os hepatdcitos apresentaram-se com morfologia
tipica, citoplasma abundante com aspecto homogéneo e nucleo central (Fig. 1A — C). Os grupos
tratados com BTX-A e analisados com 12 dias (Fig. 1D) e 35 dias (Figura 1E), assim como 0s
grupos tratados com gelatina bovina (Fig. 1F), apresentaram-se semelhante a descricdo do
grupo controle, apresentando padréo lobular normal, sem desagregacdo dos corddes de
hepatécitos ou dilatacdo dos capilares sinusoides, nem aumento aparente do nimero de
hepatocitos binucleados ou com cariomegalocitose, citoplasma preservado sem sinais de
esteatose microvesicular ou macrovesicular (acimulo intracelular de lipideos), nem
pigmentacdes, amiloidoses, presenca de congestdo, infiltracdo inflamatoria, colestase e necrose
hepatica degeneracdes, seja na regido centrolobular ou periférica do I6bulo hepatico.

Os rins apresentaram-se com superficie externa envolvida por capsula opalescente, que
se destaca com facilidade do parénguima, envolvidos por uma gordura perirrenal

esbranquicada, e ao corte transverso, conseguia-se visualizar os limites das pirdmides renais.

A avaliacdo histopatoldgica dos fragmentos renais do grupo controle, demonstram um
padrdo microscopico de normalidade, sendo formados por uma regido cortical e regido medular
bem distintas, sendo revestido externamente por uma capsula de tecido conjuntivo denso
modelado (Fig. 2).
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Fig. 1. Fotomicrografias de fragmentos hepaticos de ratas dos diversos grupos de estudo. Em A, B e C, grupo
controle. Em D, grupo BTX-A 12 dias. Em E, grupo BTX-A 35 dias. Em F, grupo GEL 35 dias. Veia centro
lobular (asterisco preto); Espaco porta (seta curta preta); hepatocitos e corddes de hepatocitos (cabecas de setas
brancas); capilares sinusoides hepaticos (setas amarelas); ramos da artéria hepatica (asterisco branco); ramos da
veia porta (asteriscos amarelos); ductos biliares (asteriscos verdes); células de Kipffer (setas pontilhadas brancas).
Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Em A, barra =200 um. Em B, C, D, E ¢ F, barra = 50 pm.

Na regido cortical observou-se uma grande quantidade de corpusculos renais, formados
por uma anastomose de capilares (glomérulo renal), envoltos pela capsula de Bowman. O
folheto parietal da cépsula de Bowman estava bem distinto, formado por um epitélio
pavimentoso simples, e com o espago urinario (capsular ou de Bowman) bem preservados.
Vérias regides dos tubulos renais mostraram-se normais sem alteragbes no espessamento
mesangial ou deposi¢do hialina. As varias sec¢des de tdbulos contorcidos proximais, mais
intensamente eosinofilicos, formado por um epitélio cubico simples como microvilosidades em
seu polo apical, formando uma borda em escova, e delimita uma pequena luz central. Ja as
sec¢Oes dos tabulos contorcidos distais estavam em menor quantidade, e apesar de também ter
sua parede formada por epitélio cubico simples, estas células possuiam altura mais baixa, com
luz maior, sem borda em escova e menos corada, quando comparada com as células do tabulo
contorcido proximal. Sobre a alca do néfron, tanto as suas porcBes proximal e distal, sdo
espessas e semelhantes a estrutura descrita para o tubulo contorcido proximal (epitélio ctibico
simples). Ja a porcdo delgada, seguimento entre as outras duas por¢des da alca do néfron, se
apresentou na regido da piramide renal com células epiteliais pavimentosas. Nas sec¢fes dos
tibulos coletores, visualizou-se células cubicas simples, de coloracdo mais clara e nitidos

limites celulares. O estroma renal ou intersticio renal (tecido conjuntivo entre os tubulos
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uriniferos), tanto na regido medular quanto na cortical, apresentava-se em quantidade escassa e

pouco notavel, porém com uma grande quantidade de vasos sanguineos (Fig. 2).

>

.
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Fig. 2. Fotomicrografias de fragmentos renais de ratas do grupo Controle. Em A, a regido cortical (C), o comego
da piramide renal na regido medular (M). Em B, regido ampliada do cortex renal, observa-se nos corpusculos
renais 0 espago da cépsula de Bowman bem caracteristico (asteriscos pretos) com glomérulo renal ao centro.
Seccdes de thbulos contorcidos proximais (PT), sec¢des de tubulos contorcidos distais (DT). Em C e D, regido
medular, notam-se sec¢fes de porcdes espessas da alga do néfron (cabecgas de setas pretas), sec¢des de porgdes
delgadas da alca do néfron (cabecas de setas brancas), sec¢fes de tlbulos coletores (CT). Coloracdo: Hematoxilina
e Eosina. Em A, barra = 500 um. Em B, C e D, barra = 50 pm.

J& nos grupos tratados com toxina botulinica tipo A, apesar da organizagdo estrutural
geral ser semelhante ao grupo controle, a analise histopatoldgica da regido cortical mostrou
desarranjo na arquitetura dos corpusculos renais e no epitélio dos tabulos renais. O espaco de
Bowman dos corpusculos renais estavam ausentes em boa parte do parénquima renal,
principalmente dos néfrons corticais, tanto no grupo analisado com 12 dias (BTX-A 12), como
no grupo descrito com 35 dias (BTX-A 35) ap0s a aplicacdo da toxina. As células dos tabulos
contorcidos proximais estavam intumescidas, limen bastante reduzido, porém mantendo seus
contornos, nucleos em menor nimero e com basofilia esmaecida, semelhante ao estado de

cariolise, quando comparado com o grupo controle. Alguns tdbulos contorcidos distais



215

apresentam células destacadas presentes no lumen tubular, separadas de suas membranas
basais. A congestdo glomerular e a congestdo de vasos sanguineos foram evidentes, sugestivo
de lesdo renal aguda com degeneracdo em células epiteliais dos tubulos contorcidos proximal e
distal, como agresséo tubular direta (Fig. 3A e 3D). Ja na regido medular, Figura 3B, observa-
se um aumento do intersticio renal e a tumefacdo dos vasos sanguineos. Ainda na Figura 3D,
do grupo BTX-A 35 dias, os tubulos contorcidos proximais apresentam intensa reducéo da
quantidade de nucleos, e o citoplasma das células com pequenos vacuolos (vacuolizagéo), além
de granulacao citoplasmatica de células tubulares. Na Figura 3E, em uma area mais superior a
esquerda do observador, vé-se auséncia de nucleos dos tubulos contorcidos proximais; no
restante da fotomicrografia, os nucleos das células epiteliais se apresentam com caracteristicas
de picnose, onde vé-se a retracdo nuclear e aumento da basofilia, além do citoplasma com um
certo aspecto granuloso. Aspecto parecido encontra-se na Figura 3F, porém com Varios
vacuolos citoplasmaticos espalhados pelas células. A Figura 3C, mostra que a lesdo renal
acentua-se da superficie do 6rgdo em direcdo a regido medular.

B \ e S
Fig. 3. Fotomicrografias de fragmentos renais de ratas dos grupos tratados com toxina botulinica tipo A. Em A,
regido cortical de BTX-A 12 dias. Em B, regido medular de BTX-A 12 dias. Em C, D, E e F, parénquima renal do
grupo BTX-A 35 dias. Coloracdo: Hematoxilina e Eosina. Em A, B, D, E e F, barra = 50 pm. Em C, barra = 200
pm.

As andlises do grupo GEL 12 dias, foi semelhante ao descrito para os grupos tratados
com toxina botulinica tipo A (Fig. 4A e B). Porém no grupo GEL 35 dias, encontrou-se regifes
do parénquima renal bastante preservadas (Fig. 4C), assim como regifes caracteristicas de lesao
renal, como descrito anteriormente (Fig. 4D).
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Fig. 4. Fotomicrografias de fragmentos renais de ratas dos grupos tratados com gelatina de origem bovina. Em A,
regido cortical de GEL 12 dias. Em B, regido medular de GEL 12 dias. Em C, regido cortical integra do grupo
GEL 35 dias. E em D, regido cortical sob injdria do grupo GEL 35 dias. Coloracdo: Hematoxilina e Eosina. Barra
=50 pm.

4. Discussao

Poucos dados foram relatados na literatura sobre a toxicidade e metabolizag&o da toxina
botulinica tipo A. Segundo Simpson (2013), ap6s a administragdo da toxina botulinica, apenas
uma minoria entra nos terminais nervosos dos neurbnios alvos, enguanto a maior parte
permanece no compartimento extracelular. N&o existe ainda uma compreensdo completa dos
mecanismos de metabolismo e eliminacdo da toxina, tanto no compartimento extracelular,
como no intracelular. Este autor ainda conclui que o sangue poderia ser um bom candidato a
inativacdo da toxina botulinica, pois existem células e proteases circulantes que podem englobar
e/ou degradar essas substancias. Porém, para a toxina botulinica estes mecanismos parecem
falhos, pois a mesma é muito estavel na circulagdo sanguinea e ainda ndo ha nenhuma evidéncia

de captacédo celular ou proteolise.

Cheng et al. (2009), descreveram que na contaminacao pela toxina botulinica via oral,
a mesma nao sofre biotransformacéao durante a translocacdo de membrana epitelial do intestino,
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ou pela interagdo com os componentes sanguineos, chegando, assim, na forma ativa nos tecidos
alvos. De acordo com Lebeda et al. (2010), Ravichandran et al. (2006) e Sampaio et al. (2004),
na corrente sanguinea, a BTX-A continua estrutural e funcionalmente intacta, ou seja, 0 sangue
tem pouca capacidade de alterar a toxina (ha pouco ou nenhum metabolismo) ou interferir na
sua biodisponibilidade (ndo possui ligacdo de alta afinidade com albumina) dentro do intervalo
de tempo que é relevante para o inicio da intoxicag&o.

N&o ha relatos de outros estudos clinicos ou experimentais que tenham aferidos
parametros bioquimicos séricos para verificar as func@es hepaticas e renais em tratamentos com

toxina botulinica.

Segundo Botox® [Bula] (2015), Silva (2012) e Sposito (2004), ndo existem estudos
sobre absorc¢do, distribuicao, biotransformacéo e eliminacdo da substancia ativa. Mas relatam
que a BTX-A, apos a injecdo muscular, € metabolizada sistemicamente, apds ligar-se a grandes
moléculas proteicas do plasma sanguineo, onde sera catabolizada, provavelmente, por
proteases, tendo os componentes moleculares reciclados através do metabolismo normal, cujo

produto final é excretado pelos rins na formacéo da urina.

Em nossos estudos, houve diminuicdo significativa apenas dos niveis séricos ALT e
GGT do grupo BTX-A 35 dias, embora para GGT o grupo BTX-A 35 dias também tenha
diferido grandemente do grupo controle e GEL 35 dias. Tais dados corroboram com o padréo
de normalidade visualizados na anélise histopatoldgica do figado de todos os grupos estudados.
Segundo Gongcalves e colaboradores (2010), algumas diferencas nas analises séricas desta

espécie animal (Rattus norvegicus albinus), se deva ao nivel de estresses e pela idade.

Desta forma pode-se supor que a diferenca estatistica entre os valores de alguns
parametros bioquimicos relacionados com a funcéo hepatica, sobretudo na dosagem de ALT e
GGT, pode ser uma resposta adaptativa fisioldégica do animal, mas que precisa ser melhor
investigada enquanto que as analises de FA e AST ndo indicam lesdo hepatica, sugerindo o ndo

envolvimento do figado na metaboliza¢do da BT X-A.

Segundo os pesquisadores Rodwell et al. (2015), Harris (2005), Motta (2003), Al-
Habori et al. (2002) e Miller e Gongalves, (2001), a elevacdo os niveis séricos destas duas
enzimas no sangue podem indicar lesdes ou alteracdo de fungdo no tecido hepatico, sendo,
inclusive, consideradas sensiveis indicadores de dano hepatocelular, assim como em outros
tecidos que as mesmas estdo presentes como no masculo e cérebro, e dentro dos limites pode

fornecer uma avalia¢do quantitativa do grau de danos sofridos pelos hepatdcitos. Ainda segundo
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estes autores, a maior parte da AST encontra-se presente no citoplasma e na mitocondria,
enquanto que a ALT é encontrada apenas no citoplasma do hepatocito. Em danos
hepatocelulares leves a forma predominante no soro é a citoplasmatica. Desta forma, conforme
Thapa e Walia (2007), as suas elevacdes sejam mais severas ou mais moderadas, AST e ALT
ajudam no diagnostico diferencial de necrose hepatocelular. Teixeira et al. (2009), Kerr (2003)
e Al-Habori et al. (2002), ALT é um indicador mais sensivel de hepatotoxicidade do que a AST,
pois a ALT é liberada mais rapidamente no sangue em grandes quantidades quando ha dano a
membrana do hepatdcito, resultando em aumento da permeabilidade, e, dentro de limites, pode
fornecer uma avalia¢do quantitativa do grau do dano sofrido pelo figado. Para os pesquisadores
Carneiro et al. (2014), a elevacdo sérica de ALT é a melhor opgdo para indicacdo de
hepatotoxicidade ou injdria hepatocelular, produzidas ou ndo por drogas (agentes exdgenos

quimicos).

A FA, uma enzima fosfohidrolase, esta relacionada com danos no sistema hepatobiliar,
e alteracGes séricas da mesma podem indicar forte indicio de lesdo (Gonzélez e Silva, 2006). J&
aenzima GGT, que tem um papel chave na sintese e degradacdo da glutationa (GSH, tripeptideo
que protege as células de varias toxinas), atua como marcador da funcéo biliar e/ou diminuicéo
ou interrupcdo do fluxo da bile a partir do figado, conhecida como colestase intra e extra-
hepética (Thapa e Walia, 2007; Gonzélez e Silva, 2006; Harris, 2005). Para Kerr (2003), a GGT
esta associada a quadros hepaticos mais crénicos e tende a aumentar quando ou outras enzimas
indicativas de lesdes hepéticas estdo baixas. De acordo com Thapa e Walia (2007), o
diagnostico com a mensuracdo de FA é apoiado quando se observa valores aumentados de

GGT. E quando associada a valores altos de transaminases, indica leséo hepatocelular.

Ja para albumina, houve uma diminuigdo nos seus niveis sericos nos grupos tratados
com BTX-A e gelatina bovina, apesar do teste estatistico ANOVA ndo indicar diferenga
significante entre 0s mesmos, exceto para 0s animais tratados com BTX-A e checados com 35
dias apo6s a sua aplicacéo, sendo divergente do grupo controle. O referido diagnostico poderia

sugerir uma possivel diminuicdo da atividade hepatica.

A albumina, juntamente com globulina e ureia sdo indicadores importantes da
interpretacdo do perfil proteico. A albumina é principal proteina e esta presente em grande
quantidade no sangue, produzida exclusivamente pelo figado, sendo de fundamental
importancia para manter a pressao osmotica coloidal e transportar grandes moléculas organicas.
As causas de hipoalbuminemia incluem, dentre outras desordens de debilitacbes organicas,
insuficiéncia hepatica, glomerulonefropatias e inani¢do ou estados de desnutricdo (Levitt e
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Levitt, 2016; Koeppen e Stanton, 2009; Kerr, 2003; Meyer et al., 1995). A produgéo de
albumina também é importante em relagdo a ligacdo da toxina com as proteinas plasmaticas.
Pois, quanto mais proteinas disponiveis no sangue, maior a taxa de ligacdo as moléculas da
droga, aumentando o tempo de meia-vida e sua circulacao pelo organismo (Silva, 2010). Assim,
pode-se relacionar que, se o individuo possuir pouca producdo de proteinas pelos hepatocitos,
menor sera o0 metabolismo da toxina e 0 mesmo tera uma maior fracao livre de toxicantes, tendo,

desta forma, maiores efeitos toxicos sobre o organismo.

Desta forma, diante do apresentado pelas andlises bioquimica e histopatoldgicas
hepéticas, e em conformidade a conclusao de Nantel e WHO (2002), a BT X-A parece ndo afetar
o figado. Para Simpson (2013), o mecanismo mais plausivel de metabolizag&o e eliminagéo da
BTX-A, é a biotransformacéo hepética, onde reacdes de clivagem e, talvez, de conjugacao,
poderiam promover a transformacdo da toxina em metabdlitos inativos, prelidio a sua
eliminacdo. Porém ainda ndo ha evidéncia para estes mecanismos com a BTX-A. O longo
tempo de meia-vida sistémica da BTX-A no corpo humano pode ser devido ao fato de que o
titulo circulante da toxina seja demasiadamente baixo para ser facilmente detectado pelo figado

ou qualguer outra célula metabdlica.

Em relacdo aos rins, Silva (2013), afirma que a resposta inflamatdria a toxina botulinica,
leva a isquemia renal com necrose tubular, a alteracdo patolégica mais comum de insuficiéncia
renal aguda induzida por toxinas animais. Adebayo et al. (2003) em seus estudos, verificaram
a toxicidade da administracdo prolongada do extrato etandlico de Khaya senegalensis sobre os
rins de ratos, e concluiram que pode causar alteracbes das concentracGes de parametros
bioquimicos séricos, como Na*, K*, ureia e FA, sendo atribuida a necrose tecidual, uma vez
que o 6rgdo esta relacionado com a excrecdo de substancias estranhas. Kumar et al. (2010),
afirmam que a resposta celular frente a injurias causadas por toxinas e drogas, pode causar a
morte celular, pela necrose ou pela via apoptoética, inclusive em figado e rim. A necrose é

causada por um distarbio ambiental grave e devido as alteraces fisiologicas normais.

Na dosagem de ureia e creatinina nos animais tratados com BTX-A e gelatina bovina,
pode-se observar que 0s niveis sérios destes produtos metabolicos aumentaram em comparagéo
com o grupo controle. Todavia, 0s testes estatisticos s6 descreveram diferencas significativas
na inspecdo da creatinina, especialmente entre o grupo GEL 12 e os grupos controle, BTX-A
12 dias e BTX-A 35 dias. Estes resultados sugerem uma disfuncao ou sobrecarga renal e podem
justificar os achados histopatoldgicos nos grupos tratados, pois, segundo Eaton e Pooler (2016)
e Funchal et al. (2011), para que ocorra a secre¢do renal, é necessario transporte ativo de
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substancias através do citosol das células epiteliais, para a luz dos tbulos do néfron, as quais
devem estar saudaveis. Segundo o Laboratdrio Diagnostica S.A. (LABTEST, 2012), a elevacao
na uremia pode ser causada por defeitos de excrecao, seja por fatos pré-renais, renais ou pos-

renais.

As alteracOes renais descritas no presente estudo, podem ser explicadas por uma
possivel acdo nefrotoxica da BTX-A sobre os néfrons. Assim como as conclusdes de
Hofmeister et al. (1986), que pesquisaram a relacdo das enzimas na urina de rato para
diagnostico de nefrotoxicidade, os resultados mostram uma boa correlacdo entre os achados
renais histopatoldgicos e niveis séricos de ureia e creatinina, apesar da pouca diferenca
estatistica entre os grupos.

Apesar de ndo ter ocorrido diferenca significativa nos niveis de creatinina entre 0s
grupos controles e tratados com BTX-A, nota-se uma tendéncia de concentracdo menor no
grupo controle, que corrobora para o diagndéstico histopatoldgica dos rins. Os altos valores para
0s grupos tratados com gelatina, devem ser realizados mais estudos para elucidar o referido

resultado.

De acordo com Simpson (2013), apesar dos rins serem sitios especializados em
depuracdo e excrecdo, o limite do peso molecular para a filtragdo renal em mamiferos € de 50
kDa, enquanto que a toxina botulinica pesa 150 kDa, sugerindo que pacientes com funcéo renal
normal ndo eliminam quantidades significativas da toxina botulinica, pelo menos, intacta na
urina. Mas desta forma, e pelas lesbes descritas no parénquima renal do presente estudo, pode-
se hipotetizar, que a toxina pode sofrer algum processo metabélico em um nivel pré-renal, ou
entdo que substancias inflamatdrias ou nocivas sejam geradas e danifiqguem os néfrons. Sao
necessarios mais estudos sobre este mecanismo, analisando, dentre outros fatores, a presenca
de BTX-A na urina.

Os testes bioguimicos também visam analisar alteracBes nos equilibrios hidrico,
eletrolitico e de mineral, justificando a importancia da realizacdo do ionograma sérico ou
dosagens séricas de alguns eletrolitos. Este estudo investigou as concentragdes dos ions Ca?*,
PO4~, CI", K* e Na* no soro sanguineo e apenas a concentracdo de K" apresentou niveis
significativamente elevados nos grupos BTX-A e GEL, ambos analisados com 12 dias. Mas,
embora ndo tenha ocorrido diferencas estatisticas significantes entres os outros grupos,
observou-se que a concentragéo sérica dos ions Ca?*, PO4~, e Na*, também foi maior nos grupos
BTX-A e GEL 12 dias, a semelhanca da dosagem do K*, diminuido para estes quatros ions,
suas concentragdes ao longo do tempo, ou seja, nos grupos BTX-A e GEL 35 dias.
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A investigacdo dos eletrélitos se faz importante, pois, segundo Ceneviva e Vicente
(2008), na doenca renal, ha diminui¢do da producdo de urina acompanhada da retencdo dos
principais ions presentes no organismo, independe da situacdo bioquimica do meio interno. Para
Kaplan e Pesce (2009), a quantificacdo de Na*, K* e CI” permite uma avaliagio global da fungio
renal, pois estes eletrélitos quantificados no soro e na urina indicam de que forma estéo a ocorrer

0S processos de reabsorcédo e secrecdo tubular e concentracgdo da urina.

Segundo Lowe e Anderson (2016), alteracGes bioquimicas sistémicas, pode ser causada
por alterac6es renais como ocorre na necrose tubular aguda, insuficiéncia renal aguda e cronica,
gerando disfuncdes tubulares. Falhas nos tubulos contorcidos proximais dos néfrons pode
resultar em problemas na excrecdo de H* e K*, gerando um quando de acidose sanguinea e

hipercalemia (ou hiperpotassemia).

Para Silva et al. (2007), na cloremia, os niveis elevados sdo encontrados por causa da
acidose tubular renal, enquanto a filtracdo glomerular geralmente € muito pouco afetada.
Porém, tal afirmacéo ndo condiz com o diagndstico histopatoldgico dos grupos tratados, nos

quais observou-se alteracfes glomerulares.

Entretanto, de acordo com Ceneviva e Vicente (2008), na doenca renal também existe
uma tendéncia ao aumento da cloremia. Ao contrario do esperado normalmente, nesta pesquisa
houve uma tendéncia a diminuicdo da concentragdo do CI~. Sabe-se que no aumento da
concentracdo de Na*, por exemplo, o paciente pode apresentar um quadro de sede excessiva,
levando-o a ingerir grandes quantidades de &gua, o que pode explicar esta tendéncia a
hipocloremia, pois, segundo Ceneviva e Vicente (2008), uma das causas desta condicdo € a
ingestdo excessiva de 4gua, denominada de hipocloremia dilucional ou intoxicag&o hidrica, sem

alterar, no entanto, a quantidade do soluto CI".

Sendo assim, pode-se supor que a lesdo dos néfrons induz a uma tendéncia do aumento
dos valores das concentragdes dos eletrolitos H*, K*, Ca?* e PO4~, como observado em nossos
dados, embora para alguns sem diferenca estatistica significante. Porém, segundo Martinez e
Carvalho (2010), no inicio da doenca renal, 0s rins possuem mecanismos compensatorios e

conseguem manter a homeostasia destes eletrélitos.

5. Conclusoes

O presente estudo destaca a importancia da monitorizacéo das funcGes hepaticas e renais

em pacientes que fazem uso da BTX-A, seja de forma estética ou terapéutica. A analise
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histopatoldgica revelou grandes alteragcbes do parénquima renal, com graves insultos aos
néfrons, lesdo de suas as células tubulares, tendo correlagdo com os niveis séricos de ureia e a
tendéncia das concentracdes de creatinina observados, sugerindo que a BTX-A e seu veiculo,
podem tem uma acgdo sistémica a partir de um tratamento local, alterando a estrutura dos rins,
como demonstrado pela analise histopatologica desses 6rgdaos no presente estudo. Por outro
lado, o diagnostico histopatologico do figado e as poucas alteragdes das enzimas hepaéticas,
principalmente pela diminuicao dos niveis de AST, FA e GGT, sdo evidéncias de que a BTX-

A e a gelatina bovina ndo possuem caracteristicas de hepatotdxicidade.

A analise dos pardmetros bioquimicos ndo permitem, por si so, concluir precisamente o
diagndstico dos tecidos afetados e a etiopatogenia das lesGes hepaticas e renais, sendo a analise

histopatolégica fundamental para a concluséo final.

Nossos dados sdo indubitavelmente preliminares, podendo ser um importante marco
inicial para mais investigagdes moleculares e funcionais, cujo objetivo seja verificar a agéo
sistémica da toxina botulinica, sobretudo no tecido hepético e renal, além de propor mais um
pardmetro de seguranca para a toxina a partir do ponto de vista deste trabalho. E pouco é
descrito na literatura sobre os possiveis efeitos toxicoldgicos produzidos pela toxina botulinica
em ensaios pré-clinicos e clinicos, em 6rgéos vitais como figado e rim. Considerando o interesse
em obter-se medicamentos eficazes, porém seguros para a populacdo, é necessario ampliar 0s
estudos que verifiguem a toxicidade da BTX-A em 06rgdos vitais do organismo, sobretudo
guando o tratamento requerer doses repetidas verificando toxicidade subcrénica e cronica. Isto
infere em implicacdes importantes para a compreensdo do mecanismo de acdo da droga, como
para da subsidios e seguranca para o profissional, devendo estar presente no julgamento ao

prescrever a toxina botulinica tipo A para o tratamento de sialorreia e outras condi¢es clinicas.
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ANEXO | — Primeiro Parecer da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

1\ fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 9 de outubro de 2014.

Oficio n° 58/14

Da Comisséao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof®. Liriane Baratella Evencio
Departamento de Histologia
Universidade Federal de Pernambuco
Processo n°® 23076.023152/2014-14

Os membros da Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Bioloégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Efeito do tratamento com toxina botulinica tipo A
em glandulas submandibulares de ratos: Analise morfolégica, microbiolégica e
imunohistoquimica”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais séo
adotadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a

serem realizados.

Origem dos animais: Biotério; Animal: ratos; Idade: 30 dias; Atenciosamente,

Peso: 150-200g; Sexo: fémeas; Numero total de animais
 WBlaccou et

previsto no protocolo: 60.
Prof* Marcia Vasconcelos
Vice-Presidente do CEUAICCB-UFPE
UFPE  SIAPE 2199635

CCB: Integrar para desenvolver
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ANEXO Il — Segundo Parecer da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

1\ fax: (55 81) 2126 8350
E www.ccb.ufpe.br
Recife, 16 de margo de 2017.

Oficio n® 11/17

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof. Liriane Baratella Evencio
Centro de Biociencias

Universidade Federal de Pernambuco
Processo n°® 23076.023152/2014-14

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito do Tramento ¢om Toxina Botulinica
Tipo A no Complexo Submandibular-Sublingual de Ratos: Analise Morfolégica,
Microbiolégica, Bioquimica e Imunohistoquimica”, registrada com o n°
23076.023152/2014-14 sob a responsabilidade de Prof.° Liriane Baratella Evencio

- que envolve a produgdo, manutengéo ou utilizagéo de animais pertencentes ao filo

Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo

- CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL
(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de
08/03/2017.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacéo

Espécie/linhagem/raca Ratos Wistar

N° de animais 60

Peso/ldade 150-200g 30 dias

Sexo Femea

Origem Biotério de Depto de Nutricdo
Atenciosamente,

MM

Prwdente da CEUA / CCB- UfPE
urpe  SIAPE 1801584



