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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi observar os aspectos morfométricos, histométricos e
histol6gicos das glandulas submandibulares de ratas tratadas com toxina botulinica
tipo A (BTX-A) e com gelatina bovina. Foram utilizadas 80 glandulas
submandibulares de ratas Wistar adultas e divididas em trés grupos: grupo | controle
(n = 14); grupo Il (n = 34) submetidas a injecao intraglandular de gelatina bovina
(0,25 mgq); e grupo lll (n = 32) tratadas com injecdo intraglandular de toxina
botulinica tipo A (2,5 U). Os grupos Il e Ill foram divididos em 3 subgrupos de acordo
com o dia de andlise das glandulas (7, 15 e 28 dias ap6s o tratamento), quando
foram removidas, imediatamente pesadas e medidas para analise morfométrica. A
seqguir, foram fixadas em paraformaldeido 4% e processadas convencionalmente
para microscopia de luz, coradas em H.E, P.A.S., alcian blue, tricromico de Gomori e
picrossirius red. Testes estatisticos dos resultados morfométricos e histométricos
obtiveram o nivel de significancia de 0,05 (5%). Morfometricamente nédo foram
observadas diferengas entre os subgrupos do grupo lll, entretanto no grupo Il houve
diferenga significativa entre os trés subgrupos no comprimento longitudinal (p =
0,030) e comprimento transversal (p = 0,025), tendo a glandula se apresentado
maior no 28° dia apdés o tratamento. Histometricamente, os acinos serosos e
mucosos do grupo lll, apresentaram-se com didametro menor quando comparado
com o &cinos dos subgrupos tratados com gelatina bovina (grupo 1l). A espessura da
parede do ducto estriado do grupo Il foi menor que nos demais. Histologicamente,
observou-se a maior quantidade de vacuolizacdes citoplasmaticas no grupo lll, além
do maior espacamento entre os acinos. Dessa forma, concluimos que a toxina
botulinica tipo A interfere na organizacao estrutural das glandulas submandibulares,
promovendo uma diminuicdo no didmetro dos acinos serosos e na espessura da
parede dos ductos estriados, mas que macroscopicamente tal diferenca ndo se

mostrou significante.

Palavras-Chave: glandula submandibular; toxina botulinica tipo A; ratos Wistar;

sialorreia



ABSTRACT

The aim of this study was to observe the morphometric, histological and
histométricos aspects of submandibular glands of rats treated with botulinum toxin
type A (BTX-A) and with bovine gelatin. We used 80 submandibular glands of adult
Wistar rats and divided into three groups: group |, control (n = 14); group Il (n = 34)
submitted the intraglandular injection of bovine gelatin (0.25 mg); and group Ill (n =
32) treated with intraglandular injection of botulinum toxin type A (2.5 U). The groups
Il and Il were divided into 3 subgroups according to the day of analysis of glands (7,
15 and 28 days after treatment), when they were removed, heavy and measures
immediately for morphometric analysis. Next, were fixed in paraformaldehyde 4 %
and processed conventionally for light microscopy, stained in H.E., P.A.S., alcian
blue, Gomori trichrome and picrosirius red. Morphometric differences were not
observed between subgroups of group Ill, however in group Il there was a significant
difference between the three subgroups in the longitudinal length (p = 0.030) and
transverse length (p = 0.025), having the gland has shown greater at day 28™ after
treatment. Histometrically, serous and mucous acini group lll, were presented with a
smaller diameter compared with the acinithe subgroups treated with bovine gelatin
(group 11). The wall thickness of the striated duct Group Il was lower than in other.
Histologically, there was a greater amount of cytoplasmic vacuolization in group Ill.
addition to the greater spacing between the acini. Thus, we conclude that botulinum
toxin type A interferes with the structural organization of the submandibular glands,
promoting a reduction in the diameter of serous acini and in wall thickness striated
ducts, macroscopically but this difference was not significant.

Keywords: submandibular gland; botulinum toxin, type A; rats, Wistar; sialorrhea
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1. INTRODUGCAO

A sialorreia ou hipersalivacdo consiste em um aumento excessivo no fluxo
salivar ou acumulo de saliva na cavidade oral, sendo um fenédmeno comum em
criangas durante o desenvolvimento do controle neuromuscular oral que vai dos 18
aos 24 meses. Todavia, apds os 4 anos de idade a sialorreia é considerada anormal
e, portanto, patolégica (AUGUSTO e PEREZ, 2006; FAIRHURST e COCKERILL,
2011). Acompanha vérias patologias de origem neurolégica (retardo do
desenvolvimento neuropsicomotor, paralisia cerebral, doenca de Parkinson,
miastemia gravis, entre outras), sendo um motivo de desconforto significativo para
os pacientes afetados (ALREFAI, ABURAHMA, KHADER, 2009; ISAIAS e DARIO,
2009; ALTER, 2010).

A hipersalivagdo € comumente associada ao prejuizo do controle
neuromuscular com disfuncdo da atividade motora oral ou a hipersecrecao das
glandulas salivares (aumento do fluxo de saliva) (YANG et al., 2006). Também pode
ocorrer como efeito colateral de medicamentos. Entretanto, a maioria dos pacientes
que apresentam a sialorreia tem controle neuromuscular oral deficiente
(JONGERIUS et al., 2001).

Por causa da sialorreia, observam-se diariamente varias complicacbes
clinicas em pacientes com alteragdes motoras orofaringeas, que incluem, dentre
outras, dermatite facial e perioral (YANG et al., 2006; BLOEM et al., 2009); aspiracao
e perda de fluidos e eletrélitos (YANG et al., 2006; JANKOVIC, 2008); riscos de
infecgbes pulmonares (inclusive pneumonia) (ELLIES et al., 2002a; MANRIQUE e
SATO, 2009; ALTER, 2010); além de dificuldade de sociabilizagcdo do paciente e
seus familiares, levando ao isolamento social (ELLIES et al., 2002a). Tais
consequéncias geram um grande impacto na vida dos pacientes e justificam o

tratamento da sialorreia.

Varias abordagens terapéuticas da sialorreia ja foram empregadas na pratica
médica. Os tratamentos propostos sdo o uso de medicacado anticolinérgica, terapia
oromotora e procedimentos cirurgicos (SAVARESE et al., 2004), dentre outros. A

terapéutica medicamentosa e os procedimentos cirirgicos sao medidas invasivas e
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estressantes para o paciente, e muitas vezes associados a efeitos secundarios
indesejaveis (ELLIES et al., 1999; ALTER, 2010).

Nesses casos, o tratamento farmacoldgico local através da aplicagdo da
toxina botulinica A (BTX-A) em glandulas salivares pode ser uma grande ajuda
(SAVARESE et al., 2004). A aplicacao intraglandular da toxina botulinica tipo A ou B,
tem sido utilizada no tratamento da sialorreia (LAGALLA et al., 2009; INTISO, 2012),
pois a mesma € capaz de deprimir a atividade secretora das glandulas salivares
(ELLIES et al., 2004). Estudos clinicos apontam que o uso da toxina botulinica tipo A
em inje¢des intraglandulares nas parétidas e submandibulares € eficaz e leva a
diminuicdo da sialorreia (JEUNG, 2012; RON et al., 2012; CIFTC et al, 2013). A
BTX-A estd ganhando popularidade de maneira muito rapida, e pode tornar-se o
tratamento de escolha para a sialorreia (LIM et al., 2006).

Existem no mercado internacional diferentes preparacdes comerciais de
toxina botulinica do tipo A. Os relatos cientificos das glandulas salivares se reportam
ao uso da formulacéo da toxina botulinica americana, o Botox® (Allergan, Inc., Irvine,
CA) (ELLIES et al., 2002b; JONGERIUS et al., 2004b; SAVARESE et al., 2004). Em
2003 foi lancada uma nova formulacdo de origem chinesa da toxina botulinica do
sorotipo A, conhecida pelo nome comercial de Prosigne® (RIEDER et al., 2007), e
liberada no Brasil para uso terapéutico pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA).

Dentre os principais diferenciais do Prosigne® em relacdo as demais toxinas
do mercado, destaca-se o fato de ser veiculada em uma gelatina de origem bovina
em vez de albumina humana, como ocorre com outras marcas comerciais. A gelatina
bovina se mostra como o veiculo que oferece maior estabilidade a estrutura quimica
da toxina, aumentando sua resisténcia a deformacéao e preservando sua toxicidade.
Além disso, é a Unica com a certificacdo prions free, garantindo nao veicular
doencas transmitidas por prions (CRISTALIA, 2006; SPOSITO, 2010).

Além da injecao de BTX-A ser uma opcao terapéutica menos invasiva para o
paciente, os tratamentos com toxina botulinica tipo A tem enorme implicacao
econbmica para o sistema de salude, especialmente para os paises em
desenvolvimento, pois ainda € um tratamento muito oneroso para a populacédo
(BOTHWELL et al., 2002; WU et al., 2011). Determinar um papel mais preciso entre
as diferentes formulagbes de BTX-A é extremamente importante.
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Nesse sentido, a marca Prosigne® pode desempenhar um papel relevante,
visto que os estudos clinicos a mostra como eficaz, segura e bem tolerada pelos
pacientes, além do seu custo ser significativamente mais baixo (GOMES et al., 2007;
WU et al., 2011). Entretanto, existem pontos fracos na literatura, fazendo com que
haja a necessidade de novos estudos para determinar o uso da BTX-A na sialorreia
(REDDIHOUGH et al., 2010).

A maioria dos estudos existentes com humanos restringem-se a ensaios
clinicos (SHAN et al., 2013), porém sao de baixa qualidade (ensaios clinicos nao
comparativos e nao randomizados), apesar de seus resultados globais terem sido
promissores (MAJID, 2010). Segundo Shan et al. (2013), ainda permanece

desconhecido 0 mecanismo de acao da toxina botulinica na célula acinar.

A melhor compreensdao dos mecanismos morfolégicos, histolégicos e
histoquimicos das glandulas salivares sob a influéncia da toxina botulinica tipo A
esta diretamente relacionada com o entendimento dos profissionais que poderiam
utiliza-la como recurso no tratamento da sialorreia, contribuindo diretamente para
sua aplicacao clinica e para a confiabilidade em recomendar e prescrever seu uso
para os pacientes com hipersalivacéo.

Apesar de relevante, na literatura médica s&o escassos os estudos que estao
voltados para o mecanismo de agdo da toxina botulinica tipo A em glandulas
salivares, bem como, sobre a eficacia do recente veiculo da toxina (gelatina de
origem bovina), existindo a caréncia de evidéncias sobre eficacia e seguranga da
BTX-A em tecido glandular salivar, com objetivo de diminuir a sialorreia. Esta
escassez de artigos nos faz questionar sua aplicabilidade terapéutica, e nos leva a

necessidade de uma avaliacao estrutural deste tecido sob influéncia da BTX-A.

Dado ao exposto, o presente estudo teve o objetivo de analisar
histologicamente a glandula submandibular de ratos sob agdo da toxina botulinica
tipo A e gelatina de origem bovina.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A presente revisdo da literatura gerou um artigo de revisao sistematica em
anexo (apéndice ).

2.1. Histologia da Glandula Submandibular de Ratos

As glandulas salivares sdo ramificagdes tubuloacinares compostas por células
epiteliais, repousadas em uma membrana basal, envolvidas por um estroma de
tecido conjuntivo intersticial, bem vascularizado (KONTTINEN et al., 2010). O
parénquima das glandulas salivares € composto por dois sistemas basicos: os
adendmeros ou acinos, composto por células acinares serosas ou mucosas; € 0
sistema ductal, que é formado por diversas variedades de ductos (intercalados,
granulosos, estriados e excretores) (MELVIN et al., 2005), estando dividida em
l6bulos bem delimitados pelos septos de tecido conjuntivo fibroso (JACOBY e
LEESON, 1959; CASTRO, CASTRO, MATHEUS, 1985; FONSECA, CASTRO,
MATHEUS, 1989; UTRILLA et al., 1992). A glandula submandibular é revestida em
sua propria capsula conjuntiva, sendo delgada e constituida por tecido conjuntivo
denso fibroso (FONSECA, CASTRO, MATHEUS, 1989).

As glandulas submandibulares com caracteristicas de maturidade se
apresentam constituidas por acinos volumosos e condensados (CASTRO, CASTRO,
MATHEUS, 1985). Estas glandulas sdao mistas, pois possuem os dois tipos de
unidades secretoras, porém, 0Ss acinos serosos, apesar de menores, Ssao
predominantes em relacdo aos mucosos (FONSECA, CASTRO, MATHEUS, 1989;
KATCHBURIAN e ARANA-CHAVES, 2012).

Os acinos serosos evidenciam grande diversificagdo de tamanho e possuem
o formato esferoide e constituidos por células de formato piramidal, com granulos
acidéfilos na regidao apical, e citoplasma espumoso que apresentam basofilia
ergastoplasmatica no polo basal, em tecidos corados pela hematoxilina e eosina
(HE). Seus nucleos esferoides sdao volumosos e com cromatina frouxa, com

nucléolos evidentes na maioria das vezes e localizados no terco basal da célula.
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Canais intercelulares podem ser detectados. Células mioepiteliais estdo presentes
abracando as unidades secretoras terminais (LEESON, 1956; LEESON e JACOBY,
1957; CASTRO, CASTRO, MATHEUS, 1985; FONSECA, CASTRO, MATHEUS,
1989; UTRILLA et al., 1992; BARBOSA e TAGA, 1997). O acino mucoso é formado
por células volumosas com citoplasma claro quando corado por hematoxilina e
eosina. Seus nucleos possuem cromatina densamente distribuida e estao situados
na porcao basal da célula (FONSECA, CASTRO, MATHEUS, 1989).

Varios acinos estao ligados a uma ramificacdo de ductos intercalares,
revestido por células epiteliais achatadas ou cubicas (JACOBY e LEESON, 1959;
BARBOSA e TAGA, 1997), de dificil visualizagdo em glandulas adultas. O ducto
intercalar torna-se continuo, de forma abrupta, com o elemento seguinte, o ducto
granuloso (JACOBY e LEESON, 1959; BARBOSA e TAGA, 1997).

Os ductos granulosos, também denominados de tubulos convolutos, serosos
ou contornados, sdo bastante desenvolvidos e predominam sobre os demais.
Apresentam-se sinuosos, com lume amplo e regular, sdo constituidos por células
cilindricas altas com nucleos grandes, elipsoides, vesiculosos e com cromatina
frouxamente distribuida, dispostos no polo basal. O citoplasma apresenta, nos seus
dois tercos superiores, grande quantidade de granulos acidofilos esféricos de
secrecao serosa e tamanhos variaveis; num mesmo ducto, variacées de intensidade
de coloracdo e de quantidade de granulacées podem ser notadas. Estes granulos
tém sido interpretados como granulos de secrecao, e eles podem ser encontrados
também dentro do lumen, presumivelmente apds a descarga das células. Abaixo do
nucleo, curtas e aciddéfilas estriacoes basais as vezes podem ser discernidas. Este
segmento é profundamente afetado por horménios (JACOBY e LEESON, 1959;
CASTRO, CASTRO, MATHEUS, 1985; FONSECA, CASTRO, MATHEUS, 1989;
UTRILLA et al., 1992; BARBOSA e TAGA, 1997).

Os ductos estriados, continuacdo dos ductos granulosos, sdo de médio
calibre, menores que o ducto anterior, e estdo constituidos por células cilindricas
mais baixas que as células dos ductos granulosos. Possuem citoplasma acidofilo
nitidamente estriado em seu terco basal; os nucleos esféricos ou alongados
apresentam, no geral, cromatina frouxamente distribuida e situam-se na porcao
média da célula, mais ou menos centralizados ou mesmo localizados apicalmente.

As estriagdes basais longitudinais sdo bastante pronunciadas, em contraste com os
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dobramentos rudimentares dos ductos granulosos, sendo grandes e complexas
estriagcdes. Numerosas mitocondrias sdo agregadas entre as invaginacdes basais. A
regiao apical é clara e desprovida de granulos de secreg¢do. Estas células
apresentam seu longo eixo orientado perpendicularmente a luz do ducto e muitas
microvilosidades curtas as vezes estao presentes na superficie das células luminais
(JACOBY e LEESON, 1959; LEESON e JACOBY, 1966; FONSECA, CASTRO,
MATHEUS, 1989; UTRILLA et al., 1992).

Os ductos excretores, de lumen amplo e regular, sdo revestidos por epitélio
biestratificado cubico (UTRILLA et al.,, 1992). Os ductos excretores que estao
localizados no interior dos I6bulos glandulares, se apresentam constituidos por
epitélio do tipo cubico estratificado, com células apresentando nucleo localizado na
regiao central e citoplasma acidéfilo (FONSECA, CASTRO, MATHEUS, 1989).

Os acinos e ductos estriados estao revestidos pela lamina basal esponjosa e
uma rede tecido conjuntivo, com vasos sanguineos e feixes de fibras colagenas de
varios didametros (WATANABE et al., 2007). Os espacos interparenquimatosos sao
preenchidos por tecido conjuntivo frouxo, com poucas fibras colagenas e muitos
capilares sanguineos (UTRILLA et al., 1992).

2.2. Regulacao e Secrecao da Saliva

O sistema nervoso auténomo (SNA), com suas duas divisées, controla o fluxo
salivar. De acordo com o modelo bem estabelecido de inervacado das glandulas
salivares, tantos componentes simpaticos (adrenérgicos) como componentes
parassimpaticos (colinérgicos), influenciam na secregcao salivar. O SNA também
controla o fluxo sanguineo através das glandulas salivares, sendo importante na

regulacdo da taxa de fluxo salivar (AVERY, 2005).

A divisao colinérgica controla, principalmente, a secrecao de agua e eletrélitos
inorganicos, uma saliva altamente aquosa (secrecao vesicular sem armazenamento
de granulos, regulada pela acetilcolina nos receptores muscarinicos); enquanto que
a divisdo adrenérgica (B-adrenérgica) é a principal responsavel pela secrecao de
proteinas e outros constituintes salivares, como substancias mucosas e

mucoproteinas da secregdo organica (via exocitose, regulada pela acdo da
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norepinefrina em B-receptores) (RICE, 1984; ELLIES et al., 1999; AVERY, 2005;
ELLIES et al., 2006b; GUYTON e HALL, 2011).

A divisdo parassimpatica produz vasodilatacdo e aumentam a producdo de
saliva (AVERY, 2005). A estimulacao simpatica modifica a composicdo da saliva
(aumento do conteudo proteinaceo), mas tem pouca relevancia no volume salivar. A
divisdo parassimpatica desempenha o papel mais proeminente. (BARRETT et al.,
2014).

A secrecao salivar envolve duas fases que envolvem tanto os adendémeros
das glandulas salivares (acinos), quanto o seu sistema ductal. A primeira fase é
realizado pelos acinos e produz a saliva primaria, isotdnica quando comparada com
a tonicidade do plasma sanguineo; e a segunda fase, compreende as modificacdes
sofridas pela saliva, tornando-a hipotonica e ocorre no sistema ductal (CATALAN,
NAKAMOTO, MELVIN, 2009), entre a luz do ducto estriado e a rede capilar
periacinar (KONTTINEN et al.,, 2010). As células acinares, juntamente com a
primeira porcdo do sistema ductal, os ductos intercalares, sdo responsaveis pela
secrecao da saliva primaria (BOYCE e BAKHEET, 2005).

A saliva é secretada como resultado da estimulagdo basal (saliva nao
estimulada) ou estimulacao reflexa dos ramos simpaticos e parassimpaticos do
sistema nervoso autbnomo sobre os adendmeros (saliva estimulada). O SNA
também regula a atividade responsavel pela modificacdo que ocorre na segunda
fase (afeta também as células do ducto), onde a composicdo mineral de
concentracédo e o pH da saliva primaria sdo modificados (KONTTINEN et al., 2010),
pois as ceélulas do ducto estriado estdo envolvidas no transporte ativo de eletrdlitos
(RICE, 1984).

Nas células acinares estao presentes receptores adrenérgicos (alfa — a e beta
— B) e colinérgicos (muscarinicos). A secrecao fluida e rica em eletrélitos se da pela
estimulacao dos receptores muscarinicos. Ja a secrecao rica em proteinas, através
da exocitose, ocorre ndo s6 pela estimulacdo dos receptores B-adrenérgicos (B-
receptores), mas também pelos receptores muscarinicos e a; (AVERY, 2005). A
interacdo da acetilcolina (Ach) com receptores muscarinicos M3 regulam o fluido
glandular e a secrecao idbnica (NAKAMURA et al., 2004; PROCTOR, 2006).
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Os receptores B-adrenérgicos estdo localizados na superficie basolateral das
células acinares e agem através da rota da adenosina monofosfato ciclico (AMPc),
um segundo mensageiro que aumenta a sua concentracdo no meio intracelular,
fazendo aumentar a sintese proteica. O fator principal para a liberacao de granulos
por exocitose nas células acinares é a liberagdo de norepinefrina, que funciona

como primeiro mensageiro (AVERY, 2005).

Os pB-receptores estdo ligados a uma proteina G na face citosdlica da
membrana plasmatica. Quando a catecolamina se combina com o receptor (-
adrenérgico, o sitio de ligacdo 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 € também ativada, e catalisa a conversdo de adenosina
trifosfato (ATP) para o segundo mensageiro intracelular, o AMPc. Este, por sua vez,
promove a fosforilagdo da proteina quinase A que estimula a exocitose, a ativacao
de fatores regulatérios nucleares e a inducdo da expressdo génica. A ativacao
termina quando a proteina G hidrolisa GTP em GDP e outro ciclo pode iniciar
(FUJITA-YOSHIGAKI, 1998; AVERY, 2005).

Ja a estimulacdo dos receptores muscarinicos pela acetilcolina promove o
aumento da concentragdo citosélica livre de célcio (Ca®!), envolvendo o ciclo
fosfoinositideo, promovendo a secrecdo de fluidos, e induz a uma liberacédo
relativamente limitada de amilase (ELLIES et al., 1999; YOSHIMURA et al., 2002;
ELLIES et al., 2003a; AVERY, 2005; ELLIES et al., 2006b). O aumento do célcio
intracelular citosdlico livre estimula o transporte de aquaporina (AQP) para a
membrana citoplasmatica apical e o movimento rapido de agua (AVERY, 2005;
MELVIN et al., 2005; CATALAN, NAKAMOTO, MELVIN, 2009). Aquaporinas sdo
proteinas integrais de membrana que formam poros na membrana celular das
células biolégicas. Nas glandulas salivares de ratos foi identificada a aquaporina 5
(AQP5) (CHEIDDE e SCHOR, 1999; MELVIN et al., 2005).

A combinacdo de ligantes a esses receptores especificos ativam outras
proteinas G (Gq) que ativam a fosfolipase C com especificidade para fosfoinositideo
e catalisa a formacao de diacilglicerol (DAG) e de inositol trifosfato (IP3) do substrato
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,). O DAG ativa a proteina quinase C que, em
troca, fosforilisa proteinas citosélicas e pode aumentar a transcricio de genes
especificos. O IP3 liga-se aos receptores nas membranas intracelulares, resultando
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na mobilizagdo de calcio intracelular por abrir os portdes de canal de Ca?". A
estimulacado parassimpatica causa um aumento imediato na sintese e secrecao de
proteina, apesar de 0 mecanismo secretor parecer envolver secrecao vesicular sem

armazenamento de granulos (AVERY, 2005).

Dessa forma, temos uma secrecéo serosa de saliva (com a enzima ptialina ou
a-amilase) e outra mucosa (rica em mucina). Estes constituintes organicos estao
dissolvidos em fluido que possui composicdo semelhante ao do plasma sanguineo
(alta concentracdo de ions potassio e bicarbonato e baixa concentracao de ions
sodio e cloreto), ou seja, isotdnica em relacdo ao plasma (CATALAN, NAKAMOTO,
MELVIN, 2009; GUYTON e HALL, 2011).

A partir dai a saliva é transportada por um sistema de ductos onde a mesma é
modificada, na passagem pelo ducto estriado. Estes ductos sado relativamente
impermeaveis a agua e ocorre a reabsor¢do de ions sédio (Na*) e cloreto (Cl), além
da secrecdo de ions potassio (K") e bicarbonato (HCOjs), tornando a saliva
secundaria hipotdnica em relacao a tonicidade anterior, pois a quantidade de solutos
removidos excede a quantidade adicionada (CATALAN, NAKAMOTO, MELVIN,
2009; GUYTON e HALL, 2011; BARRETT et al., 2014). A tonicidade de saliva esta
diretamente relacionada ao fluxo salivar; pois quanto maior o fluxo, maior a
tonicidade em relacao ao plasma (BOYCE e BAKHEET, 2005). A estimulacdo de
receptores colinérgicos ativam os transportadores de ions em células ductais
(TURNER e SUGIYA, 2002). Lembrando que a rica vascularizacao das glandulas
salivares se dilata quando a secregéo salivar é iniciada (BARRETT et al., 2014).

A acetilcolina (ACh) logo apds exercer sua acao, sofre hidrélise pelas
colinesterases (dentre elas, a enzima acetilcolinesterase — AChE), liberando &cido
acético e colina. Nesta hidrélise, que ocorre na fenda sinaptica (como na jungéo
neuroglandular), cerca de 50% da colina produzida € recaptada pelo terminal
axoénico, e, posteriormente, é reutilizada para a biossintese de acetilcolina (SILVA,
1998; COUSIN et al., 2005). A atividade da enzima acetilcolinesterase depende da
concentragdo de seu substrato acetilcolina, e ambos variam de acordo com o grau
de inervacao colinérgica das glandulas exocrinas (ELLIES et al., 1999).

Outras moléculas podem estar envolvidas no processo de regulacédo

secretéria. O 6xido nitrico (NO) age como um possivel neuromodulador vascular na
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regulacdo de processos secretores especificos no trato aerodigestivo superior
(TAKAI et al, 1999; ELLIES et al., 2006a; ELLIES et al., 2006b).

2.3. Sialorreia

Uma crianca produz cerca de 750 a 900 ml de saliva por dia, mas esse
namero passa para cerca de 1 até 1,5 litros na fase adulta (HUMPHREY e
WILLIAMSON, 2001; PORTA et al., 2001). A glandula submandibular contribuindo
com aproximadamente 70% desse total (HORNIBROOK e COCHRANE, 2012),
apesar de as glandulas submandibulares possuirem cerca da metade da massa e
volume das glandulas parétidas (PEDERSEN et al., 2002). Outros autores afirmam
que a producéo diaria de saliva fica em torno de 0,5 a 1 litro (MELVIN et al., 2005)
ou cerca de 1,2 litros por dia (HORNIBROOK e COCHRANE, 2012).

A saliva € uma secrecao exdcrina, formado por um liquido aquoso rico em
eletrolitos e proteinas, ou, dependendo do tipo de saliva, em mucinas, resultante da
secrecao de glandulas salivares maiores e menores, além do fluido gengival,
estando presente no interior da cavidade oral (WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008;
KATCHBURIAN e ARANA-CHAVEZ, 2012), tendo um papel importante na
manutencdo da saude oral e dental e na digestdo de alimentos. A composigéo final
da saliva varia dependendo da origem da estimulacao do sistema nervoso autbnomo
ou vegetativo (simpatico e parassimpatico) e do tipo de glandula salivar considerada
(MELVIN et al., 2005).

A saliva nao estimulada é produzida continuamente para ajudar na maturagéao
do esmalte dental, protecdo dos dentes contra acidos e bactérias orais, lubrificar a
mucosa oral, da faringe e do es6fago (PEDERSEN et al., 2002; MELVIN et al.,
2005), limpar a cavidade bucal, e, regular seu pH, além de apresentar enzimas
digestivas. Ja salivagdo estimulada ocorre durante algum estimulo digestorio
(WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008). A salivacdo é um processo altamente regulado.
A saliva ndo estimulada ocorre em taxas relativamente lentas, e durante o sono,
quase nenhuma saliva é secretada. Ja a saliva estimulada compreende cerca de 80
a 90% da saliva produzida diariamente (MELVIN et al., 2005).
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O ato salivatério é automatico. Com o desenvolvimento do controle
neurolégico da lingua e da musculatura, comeca a ocorrer uma continéncia salivar,
pois a habilidade de manejar a saliva na boca para a degluticdo depende de
movimentos voluntarios da musculatura oral, que se desenvolve normalmente entre
os 15 e 18 meses de idade. Mas um elevado numero de criangas com
desenvolvimento tipico continua a babar até a idade de 3 anos, especialmente
durante os momentos das refeicdes e lanches. A capacidade de controlar a saliva se
desenvolve juntamente com a alimentacdo normal e controle motor oral até cerca
dos 4 anos de idade (FAIRHURST e COCKERILL, 2011).

A hipersalivacdo ou sialorreia € comum em criangas durante o
desenvolvimento do controle neuromuscular oral normal (AUGUSTO e PEREZ,
2006), geralmente mais presente em meninos (HORNIBROOK e COCHRANE,
2012). Ap6s os 4 anos de idade, os problemas com o controle de saliva, ou
sialorreia, € considerado anormal ou patoldégica (AUGUSTO e PEREZ, 2006;
FAIRHURST e COCKERILL, 2011). Os termos “drooling”, babacao, hipersialorreia,
ptialismo, incontinéncia salivar, “dribbling” e “drivelling” sao utilizados como
sindnimos para a sialorreia (BHATIA, MUNCHAU, BROWN, 1999; HORNIBROOK e
COCHRANE, 2012; REZENDE, 2012).

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 involuntéaria e passiva (AUGUSTO e PEREZ, 2006; MENINGAUD et al., 2006;
SILVESTRE-RANGIL et al., 2011), acompanhando varias patologias.

2.3.1. Etiologia da Sialorreia

Existem duas formas de sialorreia: 1 — a sialorreia reativa resultante de
disturbios na fase de degluticdo da saliva, comum nas sequelas neuroldgicas,
particularmente naquelas associadas a disturbios do movimento, que cursam com a
reducdo do reflexo de degluticdo e que apresentam paralisia da musculatura da
lingua, faringe e laringe; e 2 — a sialorreia absoluta, resultante de uma alteracao

neurogénica na inervagdo da glandula salivar (ELLIES et al., 2002b; SPOSITO,
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2004), pela hipersecrecdo ou disfuncao sensorial (WILKEN, ASLAMI, BACKES,
2008). A hipersalivacdo é comumente associada ao prejuizo do controle

neuromuscular com disfuncdo da atividade motora oral e ao aumento do fluxo de
saliva (YANG et al., 2006).

A sialorreia é um achado frequente em doencas neurolégicas crbnicas
(MARINA et al.,, 2008), devido as alteracdes sensorio-motoras causadas pela
doenca de base, representando cerca de 10 a 38% dos pacientes com paralisia
cerebral (PC) (JONGERIUS et al., 2004a; AUGUSTO e PEREZ, 2006; BERWECK et
al., 2007) e 75% dos pacientes com doenca de Parkinson (JANKOVIC, 2008;
JANKOVIC, 2009). Estas patologias sao caracterizadas por apresentam este
sintoma devido a insuficiéncia dos mecanismos de coordenacado orofacial, da
musculatura do palato, da cabec¢a e do pescogo, resultando num pool excessivo de
saliva na porcao anterior da cavidade bucal e incontinéncia da mesma no interior
desta cavidade. Agravando este quadro, contribuem as baixas habilidades cognitivas
e mentais destes pacientes (JONGERIUS et al., 2004a; MENINGAUD et al., 2006;
MARINA et al., 2008).

Este quadro de salivagdo excessiva é estigmatizante, e a prevaléncia em
muitas doencgas neuroldgicas (neuropsicomotoras e neurodegenerativas) € elevada
(MENDES et al., 2010; M@LLER et al., 2011). E uma condi¢do incomum que tem
varias causas (NEVILLE et al., 2009) e esta presente em varias patologias, como:
paralisia facial e cerebral (BREHERET et al., 2011; JEUNG et al., 2012; RODWEL et
al., 2012); Doenca de Parkinson ou doenga do neur6énio motor (ELLIES et al., 1999;
BHATIA, MUNCHAU, BROWN, 1999; BREHERET et al., 2011); retardo do
desenvolvimento neuropsicomuscular, miastemia gravis, acidente vascular
encefalico (AVE), esclerose lateral amiotrofica, encefalopatias cronicas progressivas
ou nao progressivas (ELLIES et al., 2000; ELLIES et al., 2002a; JONGERIUS et al.,
2004a; ALREFAI, ABURAHMA, KHADER, 2009; ALTER, 2010; MOJLLER et al.,
2011); sindrome de Down (LIMBROCK, HOYER, SCHEYING, 1990); disturbios
orofaringeos e esofagicos (BOYCE e BAKHEET, 2005); entre outras.

A sialorreia leve pode estar relacionada com irritagdes locais, como as ulceras
aftosas ou proteses dentarias mal adaptadas, ou pode ocorrer como um sistema

tampdao protetor para neutralizar o acido estomacal em individuos com doenca de
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refluxo gastroesofageano. Também & bem conhecida como caracteristica clinica da
raiva e envenenamento por metais pesados (NEVILLE et al., 2009).

O excesso de saliva também estéd relacionado ao carcinoma de cabeca e
pescoco (COSKUN et al., 2007; TEYMOORTASH et al., 2007; MARCHESE et al.,
2008; JANKQVIC, 2009; ALTER, 2010). Apos laringectomia total em pacientes com
cancer de laringe (YUAN, HOU, WEN, 2004) ou em pacientes que tenham sido
submetidos a ressecgao cirurgica da mandibula, frequentemente ha excessiva
secrecao das glandulas salivares (NEVILLE et al., 2009).

Também pode ocorrer como efeito colateral de medicamentos que atuam
aumentando a atividade dos receptores especificos da via secretomotora, resultando
em hipersecrecao (JONGERIUS et al., 2001; AUGUSTO e PEREZ, 2006), como o
litio e os agonistas colinérgicos (NEVILLE et al., 2009). Em pacientes geriatricos, por
exemplo, os medicamentos antipsicoticos, em sua maior parte, induzem a sialorreia,
afetando principalmente a vida social do paciente (AFFONSO e CRUZ, 2013).

Como causas indiretas da sialorreia, encontram-se obstrucdo nasal, postura
de cabeca, posicao do paciente, estado emocional (AUGUSTO e PEREZ, 2006) e
mé& oclusdo (AUGUSTO e PEREZ, 2006; TIIGIMAE-SAAR et al., 2012). A sialorreia
também pode ser por hipersalivacao idiopatica (JANKOVIC, 2009), e a macroglossia
pode contribuir para este quadro (MARINA et al., 2008).

A sialorreia quase nunca é causada pela producao excessiva de saliva
(ALTER, 2010), ao contrario do que frequentemente se interpreta, mas, na maioria
das vezes, na dificuldade, inabilidade ou deficiéncia de degluticio da mesma
(SILVESTRE-RANGIL et al., 2011). Este sinal clinico € conhecido como disfagia, o
qual se caracteriza pela dificuldade de conducao do contetdo da cavidade bucal até
o estbmago (MARCHESAN, 1999).

Este distarbio reflete uma perturbagcédo da fase oral de degluticdo (primeira
fase da degluticao) que é associada com ineficiéncia na fase faringea (segunda fase
da degluticdo) e falta de coordenagdo do fechamento labial, indicando uma falha
neurogénica na coordenacao dos musculos (MANRIQUE, 2005a; AUGUSTO e
PEREZ, 2006). Este fenbmeno pode estar associado a um aumento do ténus da
musculatura que abre a boca e dessa forma os pacientes apresentam dificuldade em
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administrar o fluxo salivar normal (AUGUSTO e PEREZ, 2006), somado ao baixo
controle da cabeca (MARINA et al., 2008).

Realizamos o ato de engolir cerca de 500 a 2.000 vezes por dia, e a forma
como deglutimos envolve um processo complexo de coordenacdo motora, regido por
um sistema reflexo bastante complexo e desenvolvido no nascimento (HEINEN,
2008). Quando a producéo e a secrecao de saliva excede a habilidade do individuo
de transporta-la até o estbmago, ocorre a estase da saliva dentro da cavidade bucal,
0 escape extraoral e pode ocorrer aspiracao para as vias aéreas superiores, além de
concomitante dificuldade na mastigacao e articulagdo (MENDES et al., 2010).

2.3.2. Consequéncias da Sialorreia

O excesso de saliva traz impactos negativos sobre fungdes psicossociais,
educacionais e fisicas (HASSIN-BAER et al., 2005), sendo um importante problema
clinico, social e emocional para criancas e adultos (ALREFAI, ABURAHMA,
KHADER, 2009). Como consequéncia da sialorreia inclui-se dermatite facial e
perioral (YANG et al., 2006; WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008; BLOEM et al.,
2009), com aumento das infeccbes periorais e orais, maceracdao da pele, halitose,
dificuldade de higiene, riscos de aspiracao (ELLIES et al., 2002a; HEINEN, 2008;
JANKOVIC, 2008; WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008; HORNIBROOK e
COCHRANE, 2012). A maceracao da pele pode esta ao redor da boca, queixo e
pescoco e podem infectar-se secundariamente por bactérias (MARINA et al., 2008;
NEVILLE et al., 2009) e por fungos, como Candida albicans (MENINGAUD et al.,
2006).

Pode causar também asfixia (BHATIA, MUNCHAU, BROWN, 1999);
desidratacédo por perda de fluidos, eletrolitos e proteinas (MENINGAUD et al., 2006;
ALREFAI, ABURAHMA, KHADER, 2009); alteragdes nutricionais (MARINA et al.,
2008); dificuldades para falar (MENINGAUD et al., 2006; ALTER, 2010); infecgao do
trato aéreo superior (ALTER, 2010); afogamento por causa das aspiracdes
recorrentes (ISAIAS e DARIO, 2009); e riscos de infeccdes pulmonares, inclusive
pneumonia aspirativa (BHATIA, MUNCHAU, BROWN, 1999; ELLIES et al., 2002a;
HEINEN, 2008; WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008; ISAIAS e DARIO, 2009;
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MANRIQUE e SATO, 2009; ALTER, 2010). Aspiracdo pulmonar crénica tem uma
consideravel morbidade, principalmente pelas recorrentes infecgcdes secundarias do
trato respiratério inferior (VIJAYASEKARAN et al., 2007). Sialorreia persistente pode
colocar uma pessoa em risco de vida (MARINA et al., 2008).

A constante perda de fluidos através do excesso de saliva pode originar uma
urina mais concentrada, além de constipacao (obstipacao) (HEINEN, 2008). Deve-se
relatar também e imersado por saliva de roupa de cama, roupas, brinquedos, livros
escolares, e, em individuos com menos comprometimento cognitivo, a
autoconsciéncia e a depressdao (MANRIQUE, 2005b; MENINGAUD et al., 2006;
HORNIBROOK e COCHRANE, 2012); limitagbes de atividades (MJLLER et al.,
2011); perdas na fungdo mastigatoria (MENINGAUD et al., 2006), além de estresse
ao cuidador (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 pacientes, levando ao isolamento social do mesmo e de seus
familiares (ELLIES et al.,, 2002a). Todos estes sinais e sintomas associados a
sialorreia convergem para qualidade de vida e a pratica dos cuidados paliativos
destes pacientes (HEINEN, 2008).

2.4. Tratamentos da Sialorreia

Algumas causas de sialorreia sao transitorias ou leves e ndo necessitam de
tratamento. Ja o tratamento da sialorreia em pacientes com desordens neurolégicas
se faz necessario pelos riscos de agravo que a mesma oferece ao paciente. Os
tratamentos mais comuns propostos sdo o uso de medicacgao anticolinérgica, terapia
oromotora e procedimentos cirargicos (SAVARESE et al., 2004).

Na literatura existem varias formas de tratamento para a sialorreia, a qual
envolve uma abordagem multidisciplinar para trabalhar a fala, postura, consciéncia
oromotora e sensorial (HORNIBROOK e COCHRANE, 2012). Os tratamentos
convencionais incluem a fonoterapia (CRYSDALE, 1980); fisioterapia motora
orofacial e terapia de comportamento (AUGUSTO e PEREZ, 2006; FAIRHURST e
COCKERILL, 2011); o tratamento cirargico (MANRIQUE, BRASIL, RAMOS, 2007;
FAIRHURST e COCKERILL, 2011; BAVIKATTE, SIT, HASSOON, 2012); e o
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tratamento farmacoldgico incluem drogas anticolinérgicas, agentes anti-histaminicos
(ALTER, 2010; MENDES et al.,, 2010; FAIRHURST e COCKERILL, 2011;
BAVIKATTE, SIT, HASSOON, 2012); B-bloqueadores, agentes antirrefluxo
(TSCHENG, 2002;); drogas antiparkison para pacientes com parkinsonismo
(MANRIQUE, 2005b); e adesivos transdérmicos de escopolamina (MESSNER,
2009). Atualmente, até um tratamento esclerosante com oleato de etanolamina foi
proposto (ABBAS et al., 2013).

Outros tratamentos menos convencionais incluem a radioterapia das
glandulas salivares (BORG e HIRST, 1998; CORSO et al., 2011; BAVIKATTE, SIT,
HASSOON, 2012); aparelhos ortopédicos intraorais (COSKUM et al., 2007;
FAIRHURST e COCKERILL, 2011); aparelhos eletrbnicos como o “ISMAR” —
Innsbruck Sensorimotor Activator and Regulator (JOHNSON et al., 2004); e até
tratamento de acupuntura (WONG, SUN, WONG, 2001). O tratamento da
hipersalivacdo € de grande importancia e faz parte do atendimento multidisciplinar
desses pacientes (CRYSDALE et al.,, 2006; ALREFAI, ABURAHMA, KHADER,
2009). Mas nem sempre todas as formas de tratamento estdo ao alcance dos

pacientes ou sao tao eficientes.

Os tratamentos para hipersalivagdo incluem terapéuticas comportamentais,
farmacolégicas sistémicas e cirdrgicas, mas nédo sao tao eficientes, e carecem de
evidéncias que comparem diretamente as diferentes modalidades de tratamento
(HASSIN-BAER et al., 2005). Em terapias de fisioterapia oromotora, o tratamento é
de valor limitado em criangas severamente retardadas ou que babam profusamente.
Em relacédo aos aparelhos ortopédicos, poucos profissionais sdo experientes na sua
aplicacdo e ndo existem dados claros de quais pacientes se beneficiariam de tais
dispositivos (AUGUSTO e PEREZ, 2006).

No tratamento com radiacdao, ndo ha relatos de problema de pele (BORG e
HIRST, 1998), mas a xerostomia é um dos efeitos colaterais conhecidos (AUGUSTO
e PEREZ, 2006), assim como pode induzir malignidade, mucosite e retardo de
crescimento em criangas, ndao sendo indicado para as mesmas (TRUONG e
BHIDAYASIRI, 2008), e nem sempre esta disponivel.

As substancias farmacéuticas anticolinérgicas, tais como a atropina,
benzotropina, escopolamina, cloridrato benzexol e cloridrato de glicopirrolato, sao
opc¢des de tratamento, reduzindo o volume de saliva na cavidade oral, inibindo a
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producéo de saliva obtendo resultados positivos, pois bloqueiam a agdo do sistema
nervoso autbnomo parassimpatico sobre os receptores de acetilcolina das glandulas
salivares (ELLIES et al., 2006a; AUGUSTO e PEREZ, 2006; COSKUM et al., 2007;
REDDIHOUGH, REID, PLOVER, 2011; BAVIKATTE, SIT, HASSOON, 2012;
HORNIBROOK e COCHRANE, 2012).

O uso de anticolinérgicos traz muitos efeitos colaterais sistémicos, como boca
seca, visdo turva e retencdo urinaria (ELLIES et al., 2002b; HEINEN, 2008;
TRUONG e BHIDAYASIRI, 2008; ALTER, 2010; HORNIBROOK e COCHRANE,
2012); constipagéo, diminuicdo da sudorese e rubor da pele e irritabilidade ou outras
alteracbes comportamentais (BLASCO, 2002); comprometimento cognitivo e
sedacao (ALTER, 2010); distarbio de meméria (TRUONG e BHIDAYASIRI, 2008),
hipotensdo 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 coragdo (COSKUM et
al., 2007). Os pacientes frequentemente interrompem estes medicamentos orais
(ALTER, 2010), e por isso sdo raramente indicados. Além disso, a taxa de resposta
e variavel e imprevisivel (HORNIBROOK e COCHRANE, 2012). Muitos pacientes
apresentam intolerancia aos efeitos adversos das drogas utilizadas, ou apresentam
condigdes clinicas muito avangadas e graves da doenga neuroldgica para que sejam
submetidos ao tratamento cirdrgico (MENDES et al., 2010).

Em relacdo aos tratamentos cirurgicos realizados, os mais conhecidos sdo a
ablacdo das glandulas salivares, a neurectomia timpéanica, a transposicdo ou
retroposicionamento de ductos excretores e a ligadura dos ductos excretores
(ELLIES et al., 2002a; SAVARESE et al., 2004; MANRIQUE, BRASIL, RAMOS,
2007; FAIRHURST e COCKERILL, 2011; BAVIKATTE, SIT, HASSOON, 2012).
Entretanto, tais procedimentos cirlrgicos sdo muito invasivos e estressantes para o
paciente, com relato de complicagcdes em 35% dos casos, como o aumento da carie
dental, afec¢des gengivais, parotidite, cistos e fistulas p6s-operatérias (ELLIES et
al., 2002b; SAVARESE et al., 2004), além de irreversiveis (HEINEN, 2008). No caso
de neurectomia timpéanica bilateral com secg¢do do nervo corda do timpano, por
exemplo, destroem a inervacao parassimpatica da glandula, reduzindo a secrecao



32

salivar, mas produz uma perda do paladar nos dois tercos anteriores da lingua
(NEVILLE et al., 2009). Claro que se deve levar em consideracdo que atualmente
novas técnicas cirdrgicas diminuem estes efeitos adversos (HORNIBROOK e
COCHRANE, 2012). Este tratamento cirargico também nao é adequado para a
passagem de estados de hipersalivacdo temporarias, devido as suas consequéncias
permanentes, como as encontradas no decorrer do tratamento de alguns tumores de
cabeca e pescoco (ELLIES et al., 1999; ELLIES et al., 2006a).

Estudos demonstram que a reducdo do fluxo salivar em pacientes com
sialorreia tem significativos efeitos positivos na vida diaria. A reducao do fluxo salivar
ndao deve ser o0 Unico alvo em si no tratamento da sialorreia, mas os diversos
métodos de tratamentos também devem ser avaliados em relacdo ao impacto de
vida diaria do paciente (BURG et al., 2006).

Na verdade, as indicagdes para tratamentos mais invasivos, s6 devem existir
em caso de persisténcia da salivacdo apés 6 meses de tratamento invasivo, ou
quando a sialorreia é considerada de nivel moderado ou severo, ou entdo para
pacientes cuja funcdo cognitiva impede a sua participagcdo em terapias funcionais
(AUGUSTO e PEREZ, 2006). A escolha da intervencao para tratar a hipersalivacéo
deve levar em consideracdo a facilidade de acessibilidade e risco de efeitos
adversos. Diante disso, atualmente a toxina botulinica tem sido utilizada no
tratamento da sialorreia (SAVARESE et al., 2004; LAGALLA et al., 2009; INTISO,
2012), através da aplicacao local da droga por injecao intraglandular.

2.5. Toxina Botulinica

Historicamente, ha mais de 100 anos, a toxina botulinica esteve associada
apenas a paralisia muscular secundaria a intoxicacao alimentar, produzindo uma
doenca com risco de vida neurolégico chamada “botulismo”, caracterizada por uma
grave paralisia muscular generalizada e bloqueio autonémico colinérgica (INTISO,
2012). Esta toxina tornou-se foco de interesse para fins terapéuticos na década de
1920, mas somente na década de 50 o primeiro lote de toxina botulinica cristalizada
foi produzida (CARRUTHERS e CARRUTHERS, 2005). Desde a década de 70,

quando houve a introducao da toxina botulinica como uma ferramenta terapéutica,
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seu uso aumentou exponencialmente (ZALVAN et al., 2004; MAJID, 2010), para fins
estéticos e médicos (YOUNIS et al., 2013). Foi a primeira toxina bacteriana utilizada
como um medicamento (MAJID, 2010).

Em 1997, a formulacdo da toxina botulinica (BTX, TxB ou BoNT) tornou-se
familiar (CARRUTHERS e CARRUTHERS, 2005; BHAYANI e SUSKIND, 2008). Ao
longo de um periodo de menos 100 anos, a neurotoxina botulinica (BoNT ou BTX)
evoluiu de um veneno para uma ferramenta clinica versatii com uma crescente
variedade de usos (TSUI, 1996; MARCHESE et al., 2008). A sua aplicabilidade tem
como grandes vantagens o fato de seus efeitos serem transitorios, ndo destrutivos,
dependente da dose e localizacdo da area alvo, com o minimo de efeitos
secundarios sistémicos (MARCHESE et al., 2008).

Inicialmente um sorotipo da toxina botulinica (tipo A) 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, 2005).

As neurotoxinas sado produzidas pela Clostridium botulinum, uma bactéria
gram-positiva anaerébia, que produz varios tipos sorologicos de toxina (A, B, C1, D,
E, F e G), como uma mistura complexa de polipeptidicos neurotdxicos e
componentes nao téxicos de proteinas, sendo as do tipo A e B que estado disponiveis
para uso médico e sdo comercializadas (SPOSITO, 2004; POULAIN et al., 2008;
SPOSITO, 2009), com um claro predominio de sorotipo A. O tipo A é o0 mais
poderoso dos 7 tipos e foi o primeiro a ser desenvolvido para uso clinico. O sorotipo
F também tém demonstrado efeitos benéficos nos seres humanos (CARRUTHERS e
CARRUTHERS, 2004; COBO et al., 2009). Existem ainda alguns autores que citam
um oitavo sorotipo da toxina botulinica, o C2 (BHAYANI e SUSKIND, 2008). Os
sorotipos podem ser abreviados de BTX-A a BTX-G.

Outras espécies de bactérias menos conhecidas também produzem a toxina
botulinica, como as bactérias Clostridium butyricum, Clostridium argentinense e
Clostridium baratii (POULAIN et al., 2008).

Embora todos os sorotipos de neurotoxina botulinica inibam a liberacdo de
acetilcolina (atuam como agentes anticolinérgicos), compartilhando a capacidade de

bloquear a neurotransmissdao na juncao neuromuscular, eles atuam através de
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diferentes alvos de proteinas intracelulares, exibem diferentes duragdes de efeito e
tem diferentes poténcias (CARRUTHERS e CARRUTHERS, 2004; JONGERIUS et
al., 2004b; SPOSITO, 2004). Esses sorotipos de neurotoxina botulinica diferem na
sua biossintese, em seus mecanismos celulares de agdo e no tamanho do complexo
de neurotoxina, no entanto, eles ndo sao intercambidveis e seus perfis clinicos
variam (CARRUTHERS, 2002; CARRUTHERS e CARRUTHERS, 2004).

Como recurso terapéutico, a toxina botulinica foi liberada para administracdo
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 disturbios do movimento. Em 1990, o consenso do National Institutes
of Health inclui a toxina botulinica tipo A na lista dos medicamentos seguros e
eficientes (SPOSITO, 2004).

Atualmente, existem no mercado internacional, diferentes preparacdes
comerciais de toxina botulinica do tipo A: Botox® (Allergan Pharmaceuticals, Inc.,
Irvine, CA), Dysporf> (Speywood Pharmaceuticals Ltd, Maidenhead, United
Kingdom), Prosigne® (Lanzou Institute of Biological Protucts, Gansu, China) e
Xeomin® (Mertz Pharmaceuticals GmbH, Frankfurt, Germany). Todas elas sdo
produtos bioldgicos, tem diferentes formulagcées e potencias requerendo diferentes
dosagens (SIMPSON et al., 2008; MAJID, 2010; PAGAN e HARRISON, 2012). Do
sorotipo B existem as marcas Americana, a Myobloc® (Solstice Neurosciences, San
Francisco, CA) e Neurobloc® (Eisai, Tokyo, Japan) (CARRUTHERS e
CARRUTHERS, 2004; BHAYANI e SUSKIND, 2008; MAJID, 2010).

A formulacdo americana € a mais antiga e utilizada como padrao, servindo de
base de comparagdo para as novas formulacbées que surgem no mercado
farmacéutico, devido a seu perfil de seguranca e sua eficacia (RIEDER et al., 2007).
A mesma utiliza como diluente de liofilizacdo estabilizante, a albumina humana
(SPOSITO, 2004).

A Prosigne® é uma recente formulagdo langada no Brasil, produzida por
empresa farmacéutica estatal chinesa (Lanzhou Institute of Biological Products —
LIBP), e possui o diferencial de utilizar na liofilizagcdo a gelatina bovina, prometendo
alta pureza e estabilidade e baixa toxicidade. A gelatina utilizada com um
estabilizador durante liofilizagdo da BTX-A tem como vantagem oferecer maior
estabilidade a estrutura quimica da toxina; aumentar sua resisténcia a deformacao e
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preservar sua toxicidade; evitar risco de infeccdo sanguinea; aumentar a
estabilidade da toxina, com menor poder de difusdo; aumentar a seguranca da
droga; e pouca reacdo alérgica. E a Gnica com a certificacdo prions free (SPOSITO,
2004; CRISTALIA, 2006; SPOSITO, 2010). Também esta relacionado com uma
possivel maior toxicidade (TANG e WAN, 2000), 1U = DLsy de 0,04 ng (SPOSITO,
2010). Em cada frasco de Prosigne® de 50 ou 100 U teremos 5 mg de gelatina, 25
mg de sacarose e 25 mg de dextrana (SPOSITO, 2010). No Brasil, a ANVISA liberou
a BTX-A da marca Prosigne® em 2003 para uso clinico, sendo este produto também
comercializado em outros paises como a Coreia, Hong Kong, india, Ucrania, Kuwait,
Peru, Indonésia e Filipinas (FERREIRA et al., 2009).

Além do mais, a marca Prosigne® tem um custo 8 a 10 vezes menor que a
marca considerada padrdo ouro, o Botox® (TANG e WAN, 2000). Os estudos de
Rieder et al. (2007) e Wu et al. (2011), compararam a toxina botulinica padrdao ouro
(Botox®) com a toxina botulinica tipo A de origem chinesa (Prosigne®), usadas para
blefaroespasmo e espasmo hemifacial, e concluiram que os resultados de ambas
sao parecidos e eficientes. Como o tratamento com BTX-A possui um alto custo, o
uso da toxina de origem chinesa € interessante também de um ponto de vista da
“farmacoeconémico”. Ainda segundo Rieder et al. (2007), existe a necessidade de
futuros estudos para explorar ainda mais a comparabilidade das duas diferentes

formulacées.

Em relagdo a imunogenicidade, a toxina botulinica € capaz de suscitar uma
resposta imune, uma vez que sao proteinas estranhas ao organismo, podendo
resultar no desenvolvimento de anticorpos que bloqueiam os efeitos terapéuticos da
droga (anticorpos neutralizantes) (CARRUTHERS, 2002; INTISO, 2012). O risco de
desenvolver os anticorpos neutralizantes parece ser reduzido com as atuais

apresentacdes da droga (COBO et al., 2009).

O uso da toxina botulinica ampliou-se, tendo mais de 50 aplicagbes, que inclui
0 uso cosmeético, gastroenterolégico, otolaringoldgico, geniturinario, neurolégico e
dermatolégico (VERHEYDEN, BLITZER, BRIN, 2001; ZALVAN et al.,, 2004;
NAUMANN et al., 2012), para alivio de dores (AMANTEA et al., 2003; GALVAO,
2009; BRASIL, 2012; EMARA et al., 2013), ou ajudar na cicatrizacdo, como as que
ocorre na fissura anal (AMARO e DUARTE, 2009).
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Em glandulas salivares, pode ser utilizada ndo s6 com a finalidade de diminuir
a sialorreia, mas como meio radioprotetor das glandulas salivares em casos de
radioterapia de canceres localizados na cabeca e no pescoco (LEON, LEON,
BRAVO, 2011), em ranulas (CHOW, CHAN, LAM, 2008); sialocele (LEON, LEON,
BRAVO, 2011); fistulas salivares (ELLIES et al., 2001; CAPACCIO et al., 2007;
LEON, LEON, BRAVO, 2011); sialectasia (GUNTINAS-LICHIUS e JUNGEHULSING,
2002); parotidite crénica e recorrente (ELLIES et al., 2004); estenose do ducto
salivar (KRUEGEL et al., 2010); sialorreia em atresia de esbfago
(THEVASAGAYAM, GAN, EKSTEEN, 2008); para tratamento de complicacdes
cirurgicas de glandulas salivares (MARCHESE-RAGONA et al., 2005); além de
sindromes que possuem entre seus sinais clinicos a hipersalivagdo, como a
sindrome de Frey ou sudorese gustatéria (CANTARELLA et al., 2010), sindrome de
Charge (BLAKE, MacCUSPIE, CORSTEN, 2012).

Dessa forma, o uso da toxina botulinica abre um amplo campo de
possibilidade de aplicacdes terapéuticas em varias patologias, gragcas ao aumento
do conhecimento das propriedades dessa droga (LEON, LEON, BRAVO, 2011), e

dessa forma sua aplicacéo na sialorreia.

2.5.1. Gelatina Bovina como Veiculo para a BTX-A

A gelatina de origem animal € um produto obtido da hidrélise parcial da
proteina colageno, sendo a maior e a principal proteina estrutural no tecido
conjuntivo da pele e dos ossos. Esta contida em inUmeros produtos que usamos em
nossa vida diaria. Para medicamentos, a mesma possui a vantagem de baixissimo
potencial alergénico, alto grau de biodisponibilidade e afinidade com o tecido das
células (GELITA DO BRASIL, 2013). A fonte para o processo de obtencédo 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 producdo (MORAES et al., 2008).

Como veiculo para a toxina botulinica tipo A, a gelatina de origem bovina

promove a droga um menor poder de difusdo, conferindo maior seguranca, em
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relacdo as drogas que utilizam a albumina humana, ja que esta ultima possui um
grande poder de difusédo tecidual. Em relacdo ao poder alergénico da gelatina, nao
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 ndo é capaz de transmitir doencgas infectocontagiosas, como
doencas sexualmente transmissiveis, HIV, HTVL, Hepatite B e C, ou seja, ndo tem
capacidade de transmitir doencas priénicas, pois a gelatina é certificada como “prion
free” (CRISTALIA, 2006).

2.5.2. Mecanismo de Acao da Toxina Botulinica

As toxinas produzidas pela bactéria Clostridium Botulinum sao uma mistura
de proteinas contendo a toxina botulinica e varias proteinas ndo-toxicas. A
neurotoxina botulinica consiste em um polipeptideo de cadeia dupla, com uma
cadeia pesada e uma cadeia leve unidas por uma ligacao covalente dissulfidica,
protease-sensivel, e por ligacdes nao covalentes, com massa molecular de
aproximadamente 150kD, sendo ativada quando a cadeia polipeptidica €
proteoliticamente quebrada nas cadeias pesada (100kD) e leve (50kD). A cadeia
pesada é responsavel pela ligagdo da molécula ao terminal simpatico; j& a cadeia
leve desempenha acédo bloqueadora da acetilcolina, pois a mesma atua como uma
enzima (protease), que quebra uma das proteinas de fusao da vesicula que contem
acetilcolina @ membrana pré-sinaptica no terminal nervoso (SPOSITO, 2004).

Para que ocorra a exocitose da acetilcolina, existe uma cadeia de transportes
das vesiculas contendo este neurotransmissor nos terminais nervosos. As proteinas
SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor [NSF] — o fator solavel N-
etilmaleimida-sensitivo anexado ao complexo proteico receptor), sdo componentes
essenciais desta maquinaria de exocitose, onde trés proteinas SNARE estédo
envolvidas: proteinas associadas a membrana plasmatica sintaxina, proteina SNAP-
25 e a proteina vesicular sinaptobrevina (VAMP — vesicle-associated membrane
protein) (ZALVAN et al., 2004; ALTER, 2010).

Quando a BTX-A é injetada na glandula, a cadeia pesada liga-se as

glicoproteinas encontrada especificamente em terminais nervosos colinérgicos (é
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razdo da elevada seletividade da toxina botulinica) (SPOSITO, 2004). A toxina
botulinica tipo A, por ser uma protease dependente de zinco, atua através da
desativacdo das SNAP-25, proteinas citoplasmaticas de fusdo das vesiculas
sindpticas que contém acetilcolina com a membrana plasmatica (BLITZER e
SULICA, 2001; ELLIES et al., 2003b). Por ser uma enzima, existe uma elevada
especificidade da BTX-A para a proteina SNAP-25 (SPOSITO, 2004). A sequéncia
da sua agao inclui: difusdo, neurotropismo, ligacdo, internalizacdo e toxicidade
intracelular que é exercida pela alta afinidade da toxina com os receptores
especificos do terminal pré-sinaptico (JANKOVIC, 2004; SPOSITO, 2004).

Esse processo produz uma “desnervacao” quimica funcional localizada, por
bloqueio da liberacdo de acetilcolina das terminagbes nervosas de neurbnios
motores, sem que haja efeitos sistémicos (SPOSITO, 2004; CARVALHO,
SHIMAOKA, ANDRADE, 2011). Todas as toxinas botulinicas produzidas promovem
bloqueio pré-singptico temporario de terminais nervosos colinérgicos, bloqueando a
libertacdo de acetilcolina (ACh) na fenda pré-sinaptica de juncées neuromusculares
(JNM) e juncdes neuroglandular (JNG) (ALTER, 2010). Desta forma, ndo permite a
despolarizacdo do terminal péds-sinaptico, pois impede a passagem do impulso
nervoso. A toxina age seletivamente no terminal nervoso periférico colinérgico,
inibindo a liberacao de acetilcolina (SPOSITO, 2004).

Apés a ligacao do terminal nervoso com receptores proteicos chamados SV2,
localizados na membrana plasmatica da parte ndo mielinizada do terminal nervoso
(COBO et al., 2009), evidencia-se a internalizagdo depois de 20 minutos, tornando-
se maxima ap6s 90 minutos (GOSCHEL et al.,1997).

Os efeitos clinicos podem ocorrer em um periodo de 1 a 7 dias apds a
administracdao, sendo comumente notados entre 1 e 3 dias. Segue-se um periodo
que varia entre 1 a 2 semanas de efeito maximo (CARVALHO, SHIMAOKA,
ANDRADE, 2011), ou pico maximo por volta da 42 semana apds a aplicacdo
(ALTER, 2010), e entao os niveis atingem um patamar moderado até a recuperagao
completa do neur6nio, voltando a capacidade de secretar neurotransmissor em torno
de um més (BLITZER e SULICA, 2001; COBO et al., 2009). Tornar-se totalmente
funcional em um periodo de 3 a 6 meses (MISRA, 2002; SPOSITO, 2004;
CARVALHO, SHIMAOKA, ANDRADE, 2011), variando de acordo com o paciente
(ALTER, 2010).
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O processo de recuperacao funcional do terminal nervoso apoés a injecao de
toxina ndo é totalmente compreendido, sugerindo-se brotamento colateral de novos
terminais, ao lado do terminal nervoso principal (SPOSITO, 2004; CARRUTHERS e
CARRUTHERS, 2005). Mas pode ser que esses novos terminais sejam apenas
transitorios e a neutransmissao seja restaurada ao estado anterior (CARRUTHERS e
CARRUTHERS, 2005).

Alguns autores afirmam que por volta do 28° dia apds a aplicacao, o principal
terminal nervoso comeca lentamente a recuperar sua capacidade de liberar
neurotransmissores (BLITZER e SULICA, 2001), provavelmente através da sintese
de nova proteina SNAP-25, e pela involu¢ao dos brotamentos (SPOSITO, 2004). Ja
outros autores afirmam que o brotamento de novas terminacdes nervosas inicia-se
no prazo de 2 meses (MJLLER et al.,, 2011), ou que o crescimento de novos
axonios terminais seja iniciado dias ap6s o bloqueio, até a constituicdo de novas
sinapses, levando em torno 5% e a 10? semanas para se completar, e, permitindo
assim, a recuperacgao da transmissao colinérgica, o que justifica a temporalidade da
proposta clinica (COBO et al., 2009). Em alguns estudos experimentais com ratos,
apds a aplicacao da droga, a mesma atingiria seu auge no 12° dia, tendo o término
do feito por volta do 35° dia (WEN, YUAN e HOU, 2009). Lembrando que a toxina
botulinica tipo A néo afeta diretamente a sintese, 0 armazenamento da acetilcolina

ou a condugao de sinais elétricos ao longo da fibra nervosa (SPOSITO, 2004).

Em suma, a acado da toxina botulinica envolve quatro etapas: a — ligacao
especifica pela cadeia pesada a receptores na membrana pré-sinaptica dos nervos
colinérgicos; b — endocitose, internalizacao dependente de energia; ¢ — translocacao
da cadeia leve, do endossomo acido para o citosol; e d — clivagem enzimatica, pela
cadeia leve, de proteinas especificas que sao criticas para a fusdo entre a vesicula
pré-sinaptica da acetilcolina com a membrana pré-singptica (JANKOVIC, 2004).

2.6. Toxina Botulinica e Sialorreia

Recentemente, a toxina botulinica tipo A comecou a ser experimentada, com
bons resultados, em novas indicacbes clinicas. Algumas delas ja estao

regulamentadas em alguns paises, outras em fase de aprovagao e outras ainda sao
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experimentagbes em nivel de pesquisa cientifica. As indicagdes do tratamento com
BTX-A dividem-se em trés grandes grupos, musculoesquelético, sistema nervoso
autbnomo e sensorial, de acordo com o 6rgao alvo de acado do produto (GAMA,
2010). O uso terapéutico da toxina botulinica tem se expandido consideravelmente,
sendo utilizada em varias especialidades médicas.

Os primeiros estudos sobre o0 uso terapéutico da toxina botulinica datam de
1973. No inicio da década de 80, iniciaram-se os estudos em humanos (AMANTEA
et al., 2003). 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 salivagcao, era blogueado em gatas infectadas pelo Clostridium botulinum
(DICKSON e SHEVSKY, 1923; ELLIES et al., 1999; SAVARESE et al., 2004).
Atualmente, as toxinas botulinicas se tornaram bem estabelecidas como agentes
terapéuticos eficazes para o tratamento de numerosas doencgas, como distonia, dor
cronica entre outras (INTISO, 2012). O tratamento da sialorreia é feito por razdes
estéticas, sociais e médicas (TRUONG e JOST, 2006; BAVIKATTE, SIT, HASSOON,
2012).

Diante das complicacdes apresentadas com os procedimentos cirurgicos e
medicacdo anticolinérgica para o tratamento da sialorreia, o tratamento
farmacolégico através da aplicacdo da toxina botulinica tipo A ou B em glandulas
salivares pode ser uma grande ajuda (SAVARESE et al., 2004; LAGALLA et al.,
2009; INTISO, 2012). A BTX-A é capaz de deprimir a atividade secretora das
glandulas salivares (ELLIES et al., 2004), como uma paralisia neurossecretora das
glandulas (BOTHWELL et al., 2002).

Desde 1997, a toxina botulinica tipo A passou a ser descrita como método
eficaz de tratamento da sialorreia em pacientes adultos com desordens
neurolégicas, sob a forma de injecao intraglandular, e este recurso terapéutico foi
instituido para sialorreia em nove pacientes com doenca de Parkinson apresentando
reducdo da secrecdo de saliva em 89% dos casos. A partir destes dados, foram
realizados estudos com objetivo de tratar tais sintomas em criangas com paralisia
cerebral e outras desordens neurolégicas (SAVARESE et al., 2004). A eficacia da
acao da BTX-A para sialorreia foi constatado por dados objetivos, como a diminuicao
do numero de babadores usados para higienizacao do paciente, escala de aspiracao
de saliva ou mesmo por dados subjetivos relatados pelo cuidador do paciente
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(SAVARESE et al., 2004). Desta forma, ficou claro que a toxina funciona para
reducdo do fluxo de saliva (LIM et al., 2006; TIGIMAE-SAAR et al., 2012), muito

embora, tais dados sejam apenas clinicos.

Muitos autores afirmam que o uso da toxina botulinica tipo A para sialorreia é
seguro e eficaz (ELLIES et al., 2002a; ELLIES et al., 2002b). A Academia Europeia
de Neurologia afirmou que a toxina botulinica deve ser considerada uma opc¢ao de
tratamento (ALTER, 2010). Dessa forma, o uso da toxina botulinica é cada vez mais
indicado, pois € eficaz e os resultados sdo menos demorados do que a terapia
comportamental, também possui menos efeitos colaterais sistémicos do que
medicacdes anticolinérgicas, além de nao possuir os riscos dos tratamentos
cirurgicos. Entretanto, seu uso ainda é pequeno, pois essa droga apresenta alto
custo, e o tratamento, muitas vezes, requer injecdes repetidas (BOTHWELL et al.,
2002), ou aumento das doses (GOK et al., 2013). A toxina botulinica pode ser
utilizada em pacientes que apresentam evidéncias crénicas de sialorreia, sem

resposta a terapia comportamental ou médica (BHAYANI e SUSKIND, 2008).

Nao ha provas claras que o tipo A seja clinicamente mais eficiente que a
toxina botulinica tipo B, ou em qual das duas glandulas (parétida e submandibular)
pode ser mais vantajosa (LIM et al., 2006). Embora, alguns autores afirmarem que a
aplicacdo na glandula submandibular seja mais eficiente (KALF et al., 2007). A
glandula sublingual é raramente injetada (TRUONG e JOST, 2006).

Sao varios os estudos clinicos, com ou sem placebo, guiados ou nao por
ultrassonografia, que apontam a melhora dos sinais e sintomas da sialorreia, em
injecbes percutaneas intraglandulares nas parétidas e submandibulares
(SAVARESE et al., 2004; BHAYANI e SUSKIND, 2008; ALREFAI, ABURAHMA,
KHADER, 2009). As aplicagcdes podem ser feitas em adultos ou em criancas,
levando a diminuicdo da secrecdo salivar, trazendo beneficios aos pacientes e
familiares (GERLINGER et al., 2007; BREHERET et al., 2011; JEUNG, 2012; CIFTC
et al., 2013). Em pacientes pediatricos, frequentemente se faz necessario a injecao
em glandulas parétidas e submandibulares bilateralmente para obter uma redugao
eficaz da sialorreia, necessitando de anestesia geral, o que pode aumentar o custo e
o risco de complicacées e efeitos colaterais (HASSIN-BAER et al., 2005).

A injecdo pode ser feita na glandula submandibular, na parétida ou em

ambas, simultaneamente. Injetar apenas as glandulas submandibulares em vez das
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glandulas parétidas parece uma abordagem promissora, uma vez que as glandulas
submandibulares sdo as principais responsaveis pela maior parte da producédo da
saliva nao estimulada (KALF et al.,, 2007). Todavia, é importante salientar que
quando a aplicacdo da BTX-A se faz apenas na glandula submandibular, o poo/
excessivo de saliva pode manter-se na cavidade oral pelo fluxo compensatério da
glandula parétida (ERASMUS et al., 2011).

Em relacao ao ultrassom, que muitas vezes € utilizado na aplicacéo da droga,
este € util ndo sé para isolar as glandulas salivares, mas para evitar atingir os
musculos adjacentes envolvidos na mastigacao e degluticdo. 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 aplicacdo da toxina. Com esta pequena agulha, a glandula pode ser
facilmente injetada, evitando aplicar a BTX-A inadvertidamente em qualquer um dos
musculos subjacentes (ALTER, 2010), e evitando todas as areas vasculares mais
profundas da glandula (BANERJEE, GLASSON, O’FLAHERTY, 2006; GERLINGER
et al., 2007), eliminando complicagdes na aplicacdo. Além de auxiliar na localizacao
das glandulas, a ultrassonografia auxilia na visualizacdo da dispersdo da toxina
através da glandula (AUGUSTO e PEREZ, 2006). A utilizacao do ultrassom torna a
aplicacdo da BTX-A um método seguro que garante um efeito clinico ideal e evita

possiveis efeitos colaterais prejudiciais (JONGERIUS et al., 2003).

Vale ressaltar, entretanto, que nem sempre os aparelhos de ultrassonografia
sdao de facil acesso (LEE et al., 2010). Porém, na auséncia do aparelho
ultrassonogréfico, a aplicacdo da toxina pode ser feita pela palpacdo direta da

glandula salivar (ALTER, 2010) e por sua localizagao anatémica (LEE et al., 2010).

Seus efeitos duram, na maioria dos casos, em torno de 3 a 4 meses, mas
ainda ha um grupo de pacientes em que o efeito dura mais de seis meses (ELLIES
et al., 2004; ELLIES et al., 2006b; CH, 2010). Alguns autores afirmam que a BTX-A
em glandulas salivares possuem um efeito mais prolongado, quando comparado
com outros tecidos, ainda que reversivel (SHAN et al.,, 2013). A duracao de acao
limitada é considerada por alguns como uma desvantagem por exigir, em algumas
doencas crbnicas, uma reaplicacdo (MENDES et al., 2010). Duragbes maiores de
efeito estdo relacionadas a doses também maiores, porém, nesses casos, pode-se
ter reagdes adversas de boca seca (xerostomia) e disfagia (GAMA, 2010). Uma nova
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aplicacdo nao é recomendada antes de completar 3 meses da ultima dose (ALTER,
2010). Na verdade, a dosagem deve ser personalizada para problema clinico do

paciente e a gravidade do problema (ALTER, 2010).

Apesar da duracgao limitada de sua acdo, a injecao intraglandular de toxina
botulinica tipo A € um procedimento pouco invasivo, relativamente indolor e rapido,
com discretos ou nulos efeitos colaterais locais ou sistémicos, constituindo uma
6tima alternativa de tratamento (BHAYANI e SUSKIND, 2008; MENDES et al., 2010;
GOK et al., 2013), melhorando a qualidade de vida dos pacientes.

Pouco se sabe dos reais efeitos colaterais da aplicacdo da BTX-A em
glandulas salivares, pois na literatura corrente os estudos sao com amostras de
tamanhos pequenos e nao identificam claramente estes possiveis efeitos adversos
(BHAYANI e SUSKIND, 2008). Como o efeito da toxina é temporario, todas as
possiveis complicagcdes sdo reversiveis, nao 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 menores doses possiveis (HELMSTAEDTER et
al., 2008).

O paciente deve ser informado a respeito do cuidado dental e oral devido a
salivagao reduzida (TRUONG e JOST, 2006), pois, com a diminuicdo do fluxo salivar
pode ocorrer xerostomia, infeccdes intraorais, aumento do indice de carie dentaria,
tartaros e doencas periodontais, como gengivite e periodontite (AMANTEA et al.,
2003; GERLINGER et al., 2007). Segundo Kruegel et al. (2010), em casos de ligeira
sensacao de pressdo na glandula durante as refeicoes, ou inicio de inchago, o
paciente pode realizar uma massagem sobre a glandula. A secrecao residual de
saliva diminui alguns destes efeitos colaterais a nivel bucal (GERLINGER et al.,
2007).

Como se sabe, a toxina botulinica inibe seletivamente os componentes
colinérgicos, mas a inervacao adrenérgica é deixada intacta (ELLIES et al., 2004).
Por isto, & importante ressaltar que a aplicagdo de toxina botulinica em glandula
salivar evita xerostomia, pois a atividade secretora basal (secrecdo residual de
saliva) € mantida através da inervacdo adrenérgica (CAPACCIO et al., 2007;
GERLINGER et al., 2007). Esses efeitos sdao explicados pela dupla inervacao das
glandulas salivares (ELLIES et al., 2004).
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Podem ocorrer reacées locais ap6s a migracdo da toxina. Em aplicagdes nas
glandulas salivares, no local pode ocorrer sangramento, infeccéo, inclinacéo facial
temporaria (CH, 2010), e em caso de injecdo em musculos vizinhos, pode causar
dificuldades de degluticdo (JONGERIUS et al., 2003; CH, 2010; REDDIHOUGH et
al., 2010). Também foi relatado sialorreia aumentada transitéria, fraqueza na
mastigacao, inchago glandular secundario a inje¢cao de grandes volumes, boca seca
ou xerostomia (REDDIHOUGH et al.,, 2010) e sialodenite aguda com sialolitiase
submandibular (YUAN e SHELTON, 2011). Efeitos adversos sistémicos apés a
administracdo de BTX-A incluem nausea, fraqueza muscular, fadiga, mal-estar,
irritacdo e sintomas gripais (NAUMANN et al., 2006).

A sedacao e analgesia, com uma combinagdo de creme anestésico tépico, e
0 gas de O6xido nitroso, por via oral, podem ser suficientes para permitir que o
processo seja bem tolerado pelo paciente (BANERJEE, GLASSON, O’FLAHERTY,
2006). Entretanto, alguns autores recomendam anestesia geral para determinado
grupos de pacientes (GOK et al., 2013), principalmente em criangas, sendo uma
desvantagem para essa opc¢ao terapéutica (JONGERIUS et al., 2004b).

Outra questao relevante esta na repetitividade da aplicacéo, pois os 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).

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 injecdo mais profunda e que ocorram pequenos derrames da

droga na media em que a seringa for sendo retirada.

Embora temporaria, a duracdo da acado da BTX-A para reducdo do fluxo
salivar é satisfatéria. Pela escassez de trabalhos na literatura, pouco se sabe sobre
os efeitos da toxina botulinica tipo A sobre glandulas salivares em longo prazo
(VASHISHTA et al., 2013), e da combinacao de glandulas salivares injetadas no
mesmo paciente (JONGERIUS et al., 2004b), bem como a dose ideal para alcancar
os resultados ideais (VASHISHTA et al., 2013), com o minimo de efeitos adversos
para os pacientes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Observar aspectos morfométricos, histoldgicos, histométricos e histoquimicos
das glandulas submandibulares de ratas tratadas com toxina botulinica tipo A (BTX-
A).

3.2. Objetivos Especificos

a — Mensurar o peso e comprimentos longitudinal e transversal de glandulas

submandibulares de ratas tratadas com BTX-A;

b — Avaliar através da microscopia éptica os aspectos histométricos das glandulas

salivares submandibulares tratadas com BTX-A;

¢ — Caracterizar histoquimicamente a distribuicdo de colageno e glicoproteinas em
glandulas salivares submandibulares de ratas tratadas com BTX-A;

d — Analisar a distribuicdo de colageno por microscopia de polarizacao em glandulas

submandibulares de ratas tratadas com BTX-A.

4. HIPOTESES

HO — O uso do Prosigne® nao altera a organizagdo estrutural das glandulas

submandibulares de ratos;

Hi — O uso do Prosigne® altera a organizagdo estrutural das glandulas

submandibulares de ratos.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Tipo, Caracterizacao e Localizacao do Estudo

O estudo do tipo experimental, descritivo, analitico quantitativo foi realizado
no laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal
(DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) do Centro de Ciéncias Biolégicas (CCB) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob o processo de numero
23076.045320/2012-52 (anexo I).

5.2. Obtencao e Cuidados com os Animais

Foram utilizadas 80 glandulas salivares submandibulares de 40 ratas (Rattus
norvegicus, var. albinus), fémeas, adultas saudaveis da linhagem Wistar,
provenientes da colénia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) e mantidos no Biotério da Péds-graduagcdo em Cirurgia
Experimental da UFPE.

Os animais foram alimentados com uma dieta padrdo para roedores do
biotério (Nuvital® — Nuvilab), com livre acesso a comida e agua, e mantidos em
gaiolas apropriadas, com temperatura de 22 + 2 °C, com ciclo claro/escuro de 12/12
horas e aclimatados um més antes da realizagdo dos procedimentos, segundo
recomendacdo ética do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA) e do
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals. Todas as

manipulagdes experimentais foram realizadas entre 8:00 e 10:00 horas.



47

5.3. Definicoes dos Grupos de Estudo e Tratamento dos Animais

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos:

e Grupo I: 14 glandulas submandibulares, as quais ndo foram submetidas a
tratamento (grupo controle negativo);

e Grupo Il: 34 glandulas submandibulares tratadas com a gelatina bovina
(Gelita do Brasil Ltda, Sao Paulo, Brasil);

e Grupo lll: 32 glandulas submandibulares tratadas com a toxina botulinica tipo
A (BTXA) — Prosigne® (Prosigne®, Cristalia, China).

Inicialmente, os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (10
mg/kg de peso — Ketamin®) e cloridrato de xilazina (0,5 mg/kg de peso —
Anasedan®), associados na mesma seringa e administrados por via intramuscular.
Apébs anestesia, foi realizada antissepsia da regido cervical dos animais com
clorexidina 2 %, e administrada a injecao intraglandular de 0,25 mg de gelatina
bovina (Gelita do Brasil Ltda.) diluida em 0,1 ml de cloreto de s6dio 0,9% na

glandula submandibular direita e esquerda dos animais do grupo Il, em dose Unica.

Nos animais do grupo lll, as glandulas submandibulares direita e esquerda de
cada animal receberam dose Unica de inje¢ao intraglandular com 2,5 U de toxina
botulinica tipo A (Prosigne®, Cristalia, China), reconstituida em 0,1 ml de solugdo de
cloreto de sédio 0,9 %. A diluicdo da droga em solugdo salina 0,9 % seguiu
rigorosamente a técnica, evitando-se o borbulhamento e agitacao do diluente sobre
a toxina (ELLIES et al.,1999; ELLIES et al., 2000; ELLIES et al., 2006a). As
aplicacoes da gelatina bovina e da toxina botulinica tipo A foram realizadas pelo
método palpatério e pela localizagdo anatémica da glandula submandibular.

Apoés a aplicacdo da gelatina bovina e da BTX-A, os dois grupos (Il e 1ll) foram
subdivididos em 3 subgrupos cada, de acordo com o dias em que as glandulas
submandibulares foram analisadas ap6s o tratamento. Grupo com glandulas
removidas e analisados 7 dias ap6s as aplicagdes (12 glandulas tradadas com
gelatina bovina e 12 glandulas tratadas com BTX-A); Grupo com glandulas
removidas e analisadas 15 dias apés as aplicacdes (12 glandulas tradadas com

gelatina bovina e 12 glandulas tratadas com BTX-A); e Grupo com glandulas
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removidas e analisadas 28 dias apds as aplicacées (10 glandulas tradadas com
gelatina bovina e 8 glandulas tratadas com BTX-A).

5.3.1. Organograma da distribuicdo dos grupos de estudo:

80 glandulas submandibulares

Grupos de 14 glandulas - grupo | 34 glandulas - grupo Il 32 glandulas - grupo 111
estudos (Controle) (Gelatina Bovina) (BTX-A)
Controle negativo (sem 0,25 mg de gelatina 25UdeBTX-Aem0,1
Tratamentos tratan?enl 0) bovina em 0,1 ml de ml de cloreto de sodio
cloreto de Isf:dio 0,9% 0_.911%
| I | | I I ]
Dias de Dia 0: colheita 12 12 10 12 12 8
Andlise da gldandula glandulas: glandulas: glandulas: glandulas: glandulas: glandulas:
(subgrupos) sem tratamento. 7 dias 15 dias 28 dias 7 dias 15 dias 28 dias

5.4. Colheita e Processamento do Material

Nas respectivas datas de cada subgrupo (7, 15 e 28 dias apéds aplicacao da
droga), os animais foram pesados e anestesiados com injecdo intramuscular de
xilazina e quetamina conforme descrito anteriormente, e em seguida perfundidos por
via intracardiaca, inicialmente em solucdo de cloreto de sédio 0,9 % heparinizados
(Hemofol®, Cristalia, Sao Paulo, SP, Brasil), e posteriormente com formaldeido 10 %
(obtido a partir do paraformaldeido 4 %), com auxilio de uma bomba de infusdo
continua (Harvard Apparatus), conforme descrito por Baratella-Evéncio, Arana-
Chavez e Katchburian (1999).

Apés a perfuséo, foi realizada antissepsia da regido cervical dos animais com
clorexidina a 2 %, seguida de incisdo cervical mediana com lamina de bisturi n.? 15,
divulsdo dos tecidos com tesoura de ponta romba, exposicdo da glandula
submandibular, e posteriormente sua excisao (sialoadenectomia bilateral). Ap6s o
procedimento de coleta dos espécimes, os animais foram descartados seguindo as
normas do COBEA.
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5.5. Estudo Morfométrico das Glandulas Salivares

As glandulas excisionadas foram imediatamente pesadas em uma balanca de
precisdo com sensibilidade de 0,001 g (BL320H®, Marte Cientifica, Sao Paulo, SP,
Brasil). Os comprimentos longitudinal e transversal das glandulas foram obtidos
através de um paquimetro digital com acuracia de 0,05 mm (Paquimetro Digital 150
mm, Shan, China Digital Caliper). Para registro, foram realizadas fotos obtidas
através de camera digital (Sony Cybershot DSC-W320® 14.1 Megapixels, Sony
Brasil Ltda., Sdo Paulo, SO, Brasil).

5.6. Confeccao das Preparacoes Histologicas

Imediatamente apds a afericdo das medidas macroscépicas das glandulas, as
mesmas foram mergulhadas em solucdo de formaldeido 10 % (obtido a partir do
paraformaldeido 4 % — PFA 4 %, em PBS — solucao tampao fosfato de sédio 0,1 M e
pH 7.2) durante 24 horas a temperatura ambiente com movimento giratério, sendo
posteriormente mantidos em geladeira a 4 °C por 16-20 horas. Apéds a fixacdo, o
material foi encaminhado para processamento, através da técnica histologica
convencional na seguinte sequéncia: desidratagdo em concentracdes crescentes de
etanol (70 % a 100 %, por 40 minutos cada), diafanizacdo com xilol (dois banhos de
40 minutos cada), embebicao (3 banhos de 40 minutos cada) e inclusdo em parafina
(JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983; TOLOSA et al., 2003; TIMM, 2005).

Cortes histologicos semi-seriados foram obtidos com aproximadamente 5 ym,
através de um micrétomo LEICA RM 2125 RT (Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Alemanha), utilizando-se navalha LEICA 818. Os cortes foram estirados em banho-
maria histolégico ANCAP, dispostos em laminas 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),
tricromico de Gomori (TG), acido periddico de Schiff (P.A.S), alcian blue (pH 2,5 para
sialomucinas), e picrossirius red (PCS), montados em Entellan® (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) (TOLOSA et al., 2003; TIMM, 2005; BONDUKI et al., 2009).
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5.7. Estudo Histométrico

As preparacoes histolégicas coradas em hematoxilina e eosina (HE) foram
observadas e fotografadas em um microscépio binocular de luz LEICA ICC50 HD®
acoplado a uma camera digital, conectado a um computador contendo uma placa de
captura de imagem (ATI) através do software de captura Leica LAS EZ® (Leica
Microsystems, Buffalo Grove, USA) nos aumentos de 10x, 40x e 100x. As imagens
obtidas possuem 2048 pixels de largura por 1536 pixels de altura (3.145.728 pixels
total de resolugéo).

A analise histométrica se deu através de medicdes realizadas em imagens
digitais obtidas e em objetiva de 40x. A calibracdo do programa foi realizada
utilizando uma fotomicrografia no mesmo aumento (40 x) de uma régua micrométrica
de 0,01 mm LEICA (50 mm - Referéncia 10310345), onde 627 pixels

corresponderam a 100 micrometros.

Foram obtidos 10 registros (10 campos diferentes) para cada porcdo da
glandula (por¢cdo serosa e mucosa) através de coordenadas aleatérias para o
posicionamento desses quadros de contagem, tomando apenas o cuidado desses
campos serem 0s mais completamente preenchidos com tecido glandular e evitando

a sobreposicao com areas ja digitalizadas.

O software para histometria Image J® (National Institute of Mental Health,
Bethesda, MD, USA), em cdédigo fonte Java, de dominio publico, foi utilizado para
mensuragao do didmetro médio dos acinos e espessura da parede ductal, através

de uma contagem do numero de pixels e conversao em micrémetros.

Em cada campo, foi escolhido apenas um &cino e um ducto estriado com
seccao transversal e circunferéncia circular, nos quais foram verificados o diametro
médio de acinos serosos e mucosos, € espessura média da parede de ductos
estriados, tanto na porcdo mucosa quanto na porcdo serosa da glandula
submandibular. Para obtencao do diametro médio dos acinos e espessura da parede
ductal, foram tomados dois registros para cada acino selecionado (um vertical e
outro horizontal) e quatro medidas em cada ducto estriado, respectivamente.
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5.8. Estudo Histoquimico para Fibras Colagenas e Material Glicoproteico

Os cortes histolégicos destinados a evidenciacao das fibras colagenas foram
corados pelo tricromico de Gomori (TG). Para evidenciacao de material glicoproteico,
foram utilizadas as coloragcdes alcian blue (pH 2,5 para sialomucinas) e o &cido
periédico de Schiff (P.A.S) (TOLOSA et al.,, 2003). Foram feitas imagens digitais

conforme o item 5.7., seguida de uma analise qualitativa.

5.9. Analise de Fibras Colagenas em Microscopia de Polarizacao

Para esta analise do colageno, as preparacoes coradas pelo picrossirius red
(SWEAT, PUCHTLER, ROSENTHAL, 1964), foram observadas através da
fluorescéncia emitida pelo tecido, utilizando um microscépio polarizado Olympus
BX40® (Olympus Corporation, Tokyo, Japdo), e capturados pelo software Image
Analysis® (Olympus Corporation, Tokyo, Japao). As imagens foram trabalhadas em
ambiente Windows 7 Ultimate®.

5.10. Analise Estatistica

Os dados morfométricos e histométricos foram tabulados em planilha do
programa Microsoft Office Excel 2013 para Windows (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. Em seguida foram analisados pelos Teste t (Student t Test), teste Analise de
Variancia (ANOVA), Mann-Whitney U Test e Kruskal Wallis, de acordo com os
dados.

O software "R", versao 3.0.2 para Windows (R Foundation for Statistical
Computing, 2013) e o software SPSS (Statistical Package for Social Science —
PASW® Statistics 18. Inc., Chicago, IL) foram usados para a realizacdo das analises.
Todas as conclusdes levaram em consideracéo o nivel de significancia de 0,05 (5%).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho sao descritos em fungdo dos achados
observados no 7°, 15° e 28° dias apds a aplicacdo da toxina botulinica tipo A e do

seu veiculo.

Foram utilizadas a glandulas submandibulares para o estudo do tratamento
com toxina botulinica, pois, segundo Kalf et al. (2007), apesar dessas glandulas
serem cerca da metade do volume da glandula parétida, as mesmas produzem em
torno de 70 % da saliva seromucosa. Dessa forma, a utilizagdo apenas da glandula
submandibular parece ser uma abordagem promissora, merecendo mais atencao

para avaliar os méritos desta estratégia de tratamento.

Segundo Lee et al. (2011), ndo existem estudos com humanos que verifique
possiveis alteragdes na estrutura parenquimatosa e estromal de glandulas tratadas
com BTX-A. A maioria dos estudos existentes sdo ensaios clinicos (SHAN et al.,
2013), mas de pouca informagdo, apesar de seus resultados globais serem
promissores (MAJID, 2010).

Diante das complicacdes clinicas dos pacientes que apresentam a sialorreia,
€ necessario tratamento. Muitas opcdes estdo disponiveis atualmente, mas em
geral, ou sdo pouco eficientes, ou trazem efeitos colaterais graves, ou ainda, podem
ser irreversiveis, o que se torna inadequado para alguns pacientes. Dessa forma,
tem-se realizado uma intensa busca por um tratamento eficiente, pouco invasivo,
reversivel e de baixo custo para o paciente. Neste sentido, toxina botulinica tipo A,
torna-se uma 6tima opcdo terapéutica e a da marca Prosigne®, por apresentar a

gelatina bovina como veiculo, possuir boa segurancga e custo mais baixo.

Apbés excisdo da glandula (sialoadenectomia), pode-se observar
macroscopicamente que a aplicacdo da toxina BTX-A e da gelatina bovina nao
induziram a inflamacao ou necrose da mesma. A capsula conjuntiva mostrou-se bem
preservada, e a glandula possui porcdes serosas e mucosas bem evidentes em

todos os grupos analisados (figura 1).
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Figura 1: Glandula submandibular de rato. Observar as borgées serosa (s) e mucosa (asterisco).

Morfométricamente foram obtidas a descricao estatistica das médias gerais
do peso e comprimentos (longitudinal e transversal) das glandulas (tabela 1). Ao
aplicar o teste ANOVA no grupo lll (BTX-A), observou-se que nao houve diferenca
entre os trés subgrupos em relagdo ao peso (p = 0,055), comprimento longitudinal (p
= 0,086) e comprimento transversal (p = 0,397) das glandulas (tabela 1). No grupo II,
que recebeu gelatina bovina, houve diferenca significativa entre os trés subgrupos
no comprimento longitudinal (p = 0,030) comprimento transversal (p = 0,025), sendo
que a glandula apresentou dimensées menores no 15° dia ap6s o tratamento
(14,427 mm e 8,522 mm, respectivamente no 15 dia), aumentando em seguida no
28° dia (16,016 mm e 9,825 mm, respectivamente no 28° dia). Para o peso das

glandulas (p = 0,146) nao houve diferengas significativas (tabela 1).

Ao compararmos as médias do grupo | (controle) com o grupo Il (tratado com
BTX-A) no 7° dia apés a aplicagdo da droga, através do teste t de studant, verificou-
se um aumento no peso (controle com 0,246 g e BTX-A 7 dias com 0,303 g, p =
0,014) e no comprimento transversal (controle com 7,709 mm e BTX-A 7 dias com
8,453 mm, p = 0,031) das glandulas tratadas com BTX-A. O mesmo ocorreu com o
peso da glandula com 15 dias apds o tratamento com BTX-A (controle com 0,246 g
e BTX-A 15 dias com 0,294 g, p = 0,027). No 28° dia, 0 peso e comprimentos

voltaram a diminuir, sem diferengas relevantes com o grupo | (tabela 2).

Ja na comparacdo entre os subgrupos de gelatina bovina (grupo Il) com o
grupo |, houve diferenga significativa no 7° e 28° dias apds a injecao da gelatina.
Houve aumento no peso, comprimento longitudinal e comprimento transversal do

grupo Il em relagdo ao grupo I. Ao compara-se as médias entre os subgrupos
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tratados com BTX-A e com gelatina bovina, houve aumento, com diferenga
significativa, para as trés variaveis de estudo no grupo tratado com gelatina apenas
289 dia (tabela 2).

Tabela 1: Média e Desvio Padrdo do Peso (g), Comprimento Longitudinal (mm) e
Comprimento Transversal (mm) das Glandulas Submandibulares.

Grupos | N PG CLG CTG
Controle* | 14 0,246 £0,0421g 13,867 £1,5454 mm 7,709 + 0,7633 mm
s 7 dias |12 0,303+0,0660g 14,726 +1,2125mm 8,453 + 00,8928 mm
i 15dias | 12 0,294 £0,0620g 14,326 +1,0863 mm 8,252 + 0,5269 mm
'u_: 28 dias |8 0,260 +0,0523g 13,539+£1,0483mm 7,941 £1,0214 mm

b-valor p = 0,055 p = 0,086 p = 0,397
¥ 7dias |12 0,332+0,0672g 14,818 +£0,7882mm 9,092 + 0,7828 mm
©
£ 15dias |12 0,290 £0,0733g 14,427 £1,2100 mm 8,522 + 1,3420 mm
©
8 28 dias | 10 0,353 £0,0865g 16,016 +1,9624 mm 9,825 + 0,9281 mm

b-valor p=0,146 p = 0,030 p = 0,025

p-valor do teste da ANOVA (se p-valor < 0,05 as médias entre os dias difere significativamente). PG
— Peso da glandula (g); CLG — Comprimento longitudinal da glandula (mm); CTG — Comprimento
transversal da glandula (mm). *Grupo |; **Grupo III; ***Grupo Il (gelatina de origem bovina).

Na literatura médica os poucos estudos experimentais existentes, nao
realizaram analises morfométricas das glandulas salivares dos animais tratados com
a BTX-A. Como foi dito, a toxina botulinica causa uma desnervagdao quimica
parassimpatica das glandulas salivares. Efeito parecido pode ser alcangando com a
seccao do nervo corda do timpano, como o estudo realizado por Ekstrom e Reinhold
(2001).

evidenciaram uma diminuicdo do peso da glandula parétida. Em outro estudo

Estes autores seccionaram o nervo corda do timpano de ratos e

semelhante realizado em ratos, Kang et al. (2010), ap6s a desnervagao cirurgica da

glandula submandibular, notaram nitida diminuicao do se peso.



Tabela 2: Comparacao Morfométrica entre os Grupos | (Controle), Il (BTX-A) e Il (Gelatina Bovina) com 7, 15 e 28 dias apéds a

administragdo da droga.

Dias / Grupo: Controle X BTX-A Grupos: Controle X Gelatina Grupos BTX-A X Gelatina

Grupo PG CLG CTG PG CLG CTG PG CLG CTG
07 | p=0,014* p=0,133 p=0,031* | p=0,001* p=0,160 p=0,000* | p=0,300 p=0,827  p=0,76
15 | p=0,027* p=0,398 p=0,085 | p=0,70  p=0,320 p=0,65 | p=0,870 p=0,832  p=0,843
28 | p=0,476 p=0,600 p=0,550 | p=0,001* p=0,007* p=0,000* | p=0,018* p=0,005* p=0,001*

PG — Peso da glandula (g); CLG — Comprimento longitudinal da glandula (mm); CTG — Comprimento transversal da glandula (mm). (*): p < 0,05.

GS
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Coskum et al. (2007), que realizaram uma investigacao histopatoldgica e
imaginoldgica através de ultrassonografia da glandula submandibular direta de ratos
sob influéncia da toxina botulinica tipo A. Pela analise ultrassonografica verificaram
as dimensdes medial-lateral e anteroposterior no plano axial, comprimento periférico
e vascularizacdo das glandulas. As glandulas tratadas com BTX-A foram verificadas
com 14 e 28 dias apds o tratamento e evidenciaram que o tamanho da glandula foi
reduzido no grupo tratado. No grupo tratado o tamanho das glandulas com 28 dias
foram menores do que no grupo com 14 dias, sugerindo que a injecao intraglandular
de BTX-A interfere na estrutura da glandula, promovendo uma atrofia glandular.
Relatam ainda que isto acontece sem interferir na estrutura celular, como resultado
de um efeito funcional, devido a diminuicdo da secrecdo. No geral, espera-se que
por volta do 282 dia, a glandula retorne as condi¢cdes anteriores a aplicacao da toxina
botulinica, uma vez que, segundo Blitzer e Sulica (2001), no 282 dia apds o bloqueio
da terminacdo nervosa principal, 0 mesmo comec¢a lentamente a recuperar sua
capacidade de liberar neurotransmissores, provavelmente através da sintese de
nova proteina SNAP-25 (proteina envolvida na exocitose da acetilcolina).

Resultado semelhante foi observado em um estudo realizado por Lee et al.
(2011), que utilizaram tomografia computadorizada para verificar a morfologia da
glandula salivar submandibular ap6és 3 semanas da aplicacdo da BTX-A, em 8
pacientes com tetraplegia e hemiplegia espastica, demonstrando melhora da
salivagdao e reducgdo significativa de suas dimensdes. Portanto, acredita-se que a
diminuicdo das glandulas salivares pode contribuir para a reducdo da salivacédo
excessiva. Teymoortash et al. (2007) e Wen, Yuan, Hou (2009), também
evidenciaram que apés a aplicacao de BTX-A, houve reducao do peso da glandula
submandibular.

Diferentemente do que ocorreu nos trabalhos de Coskum et al. (2007),
Teymoortash et al. (2007), Wen, Yuan, Hou (2009) e Lee et al. (2011), em nosso
estudo, ficou claro que houve um aumento no peso das glandulas com 7 e 15 dias
apos o tratamento com BTX-A. Talvez estas diferencas com os trabalhos de Coskum
et al. (2007) e Lee et al. (2011), sejam devido as diferencas metodoldgicas usadas
nos dois trabalhos, uma vez que nos estudos destes autores, foram utilizados
exames imaginolégicos, enquanto que o utilizado neste trabalho foi exame de
mensuracgao direta sobre as glandulas. J& Teymoortash et al. (2007) utilizaram trés
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protocolos, aplicando s6 toxina botulinica tipo A, sé toxina botulinica tipo B ou uma
mistura do tipo A com o tipo B, tendo uma reducéo significativa no grupo tratado com
toxina botulinica tipo B. Além do mais, deve-se ter em mente que ambos utilizaram a
formulacdo americana, que trds como veiculo a albumina humana, enquanto que
nds utilizados a toxina botulinica liofilizada em gelatina bovina (SPOSITO, 2010), e

segundo o laboratério Cristalia (2006), a mesma apresenta menor poder de difuséo.

O aumento do peso e comprimentos (longitudinal e transversal) da glandula
com 7 dias apdés a aplicacdo da BTX-A e da gelatina bovina, também pode se
explicar pelo fato de que, segundo Reddihough et al. (2010), edema glandular
secundario a injecdo de grandes volumes pode ocorrer como efeito adverso do
tratamento com toxina botulinica. Neste contexto, também & importante a
observacéo feita por Mann (1994), que descreveu um edema bilateral das glandulas
parétidas como um efeito colateral apds o tratamento unilateral de distonia cervical

com toxina botulinica.

E possivel que a diferenca significativa entre o peso da glandula nos grupos |
e Il com 15 dias apés a administracao da droga, se deva ao fato de que seja por
volta deste periodo de tempo que o efeito da droga sobre o tecido glandular esteja
no auge, pois no periodo entre 1 a 2 semanas, a BTX-A esta em efeito maximo
(CARVALHO, SHIMAOKA, ANDRADE, 2011), e os acinos estejam retendo maior
material secretor. A partir dai os niveis atingem um patamar moderado até a
recuperacao completa do nervo em um periodo entre 3 a 6 meses (MISRA, 2002;
SPOSITO, 2004). Com base nessa informacao, acreditamos que em nosso trabalho,
a volta ao estado anterior para todas as variaveis no grupo tratado com toxina ao 28°

dia ap6s o tratamento, se deva a diminuicéo do efeito da droga.

Foi observado histologicamente, que em todos os grupos estudados, a
estrutura parenquimatosa mostrou-se envolta por estroma de tecido conjuntivo, que
envia septos delimitando-os em lébulos. Os septos interlobulares continham vasos
sanguineos e porcdes de ductos interlobulares. Cada glandula apresentou porgcdes
serosas € mucosas distintas. Em todos os grupos verificou-se que a porcao serosa
apresenta acinos serosos e sistema ductal mostrando secgbes de ductos
intercalados, granulosos, estriados e excretores. A por¢do mucosa mostrou porcoes
secretoras mucosas, mistas e sistema ductal também com ducto intercalar, estriado

e excretor (figura 2).
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Os &cinos serosos apresentaram-se com tamanho e forma variados, ora
sendo esféricos, outras vezes ovoides ou alongados. Suas células apresentavam
citoplasma bem corados pela hematoxilina-eosina, contendo granulos de secrecao
aciddfilos na porcao apical. O nucleo, localizado na regido basal da célula, mostrou-
se arredondado e fortemente baséfilo (figuras 2, 3 e 4).

Os &acinos mucosos se mostraram maiores que 0s &cinos serosos, com
células volumosas, citoplasma claro, pouco corado pela hematoxilina-eosina e seus
nacleos, também na regido basal, apresentando cromatina densamente distribuida e
formato achatado. Entretanto, em maior proporcdo foram evidenciadas porcoes
secretoras mistas, nas quais, semiluas serosas (crescentes de Gianuzzi) envolviam

parcialmente a regiao terminal das por¢oes secretoras mucosas (figuras 2, 3 e 4).

Figura 2: Fotomicrografias de porgdes de glandulas submandibulares de ratos do grupo | (controle),
porcao serosa (A e C) e porgdo mucosa (B e D). Em A, observa-se septos conjuntivos (sc) e ducto
excretor interlolubar (Ex). Os septos conjuntivos (sc) também séo vistos em B. Em C, observamos
entre os acinos , os ductos granulosos (DG); ductos estriados (DE); vasos sanguineos (asteriscos
pretos). Em C e D, observe os ductos estriados (DE); vasos sanguineos (asteriscos pretos); semiluas
serosas (asterisco amarelo); e ducto intercalar (seta branca). Barraem A e B =341 um. Barraem C e
D = 36 ym. Coloragédo: Hematoxilina e Eosina.
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Os ductos intercalares mostravam-se pequenos, com células epiteliais baixas,
cuja forma variou entre achatado e cubdide, sendo o nucleo arredondado e central
ocupando quase todo o volume da célula. Nos trés grupos verificou-se que sao
observadas poucas seccoes de ductos intercalares. Os ductos granulosos
apresentaram-se acidofilos, hora densamente preenchidos por granulos
caracteristicos, hora aparentemente “rompidos” ou descarregados, com seus
granulos fortemente acidéfilos degranulados para o lumen, ou ainda como suas
células aparentemente vazias, pouco coradas. Os ductos estriados mostraram-se
maiores que os intercalados, com epitélio variando de forma cilindrica baixa para
cilindrica alta. O nucleo, arredondado, encontrava-se na por¢ao central da célula,
sendo o citoplasma acidéfilo mais abundante evidenciando estriacoes basais (figuras
2, 3 e 4). O ducto excretor variou em didmetro, sendo 0os menos calibrosos
pseudoestratificados e os mais calibrosos estratificados cubicos, estes evidentes nos
septos conjuntivos interlobulares (figura 2).

Ainda, em todos os grupos foram observados linfocitos dispersos no
parénquima glandular, sem uma distribuicio homogénea, podendo ser vistos
préximos aos ductos, entre as células que formam a parede do ducto estriado e
granuloso, nos acinos, e em outras vezes, dispersos por toda a preparacao (figuras
3ed).

Também foram encontradas vacuolizagdes -citoplasmaticas nas células
acinares das porcdes secretoras serosas € em alguns ductos granulosos e estriados
em todos os grupos de estudo. Porém estas vacuolizacbes se mostraram com
distribuigédo irregular ndo se apresentando em toda extenséo da glandula (figuras 2,
3ed).

Ao compararmos histologicamente a porcao serosa entre as glandulas, foi
observado que os acinos serosos quando analisados entre os subgrupos de cada
grupo nao apresentaram diferencas quanto a forma e tamanho (figura 3 e 4).
Entretanto, as vacuolizacbes nos acinos serosos foram observadas em maior
proporcao no grupo tratado com BTX-A (grupo Ill) em relagdo ao controle (grupo |) e
em relacdo ao grupo tratado com gelatina bovina (grupo Il) (figuras 2, 3 e 4). No
grupo lll, ao 7% e 15° dias ap6s o tratamento, notou-se um maior distanciamento
entre 0os &cinos serosos, 0s quais voltaram a se tornar mais préximos no 28° dia

apos o tratamento com BTX-A (figura 3). No grupo |l este distanciamento entre os



60

acinos serosos foi menos evidente (figura 4). J& ao compararmos histologicamente a
por¢cdo mucosa entre as glandulas, foi observado que os mesmos nao apresentaram
diferencas quanto a forma. Entretanto, mostraram-se aparentemente maiores no
grupo ll, tratado com gelatina bovina (figuras 2, 3 e 4). O sistema ductal situado na
porcdo serosa e mucosa das glandulas submandibulares ndo apresentaram

diferencas histolégicas entre os subgrupos estudados (figuras 2, 3 e 4).

A descricao histologica da glandula submandibular de ratos do grupo controle
do presente estudo esta de acordo com o descrito na literatura (JACOBY e
LEESON, 1959; CASTRO, CASTRO e MATHEUS, 1985; FONSECA, CASTRO e
MATHEUS, 1989; UTRILLA et al., 1992), exceto pela presenca das vacuolizagdes e

os linfécitos.

Em 2003a, Ellies et al., aplicaram BTX-A em glandulas submandibulares e em
parétidas humanas, e através de investigacdo ultrassonogréfica, afirmaram nao
observar alteragdes importantes no parénquima glandular, porém os mesmos nao

fizeram estudos histolégicos que confirmem tal evidéncia.

Younis e colaboradores (2013), observaram em seus estudos que 0s acinos
serosos de glandulas submandibulares de ratos analisados 20 dias apds a injecéao
de BTX-A, apresentaram-se com darea basal em uma coloracdo basoéfila mais
intensa, nucleo mais pronunciado e a aparéncia citoplasmatica com granulos
secretores nao estava mais evidente. Os acinos apareceram com tamanhos
reduzidos e estavam em menor nimero em comparacao com 0s acinos do grupo
controle, ocorrendo aumento do espaco interlobular. Assim sugerimos que 0 mesmo
pode ocorrer com 0 espago entre os acinos (interacinar). Os espacos interacinares
mais amplos também foram relatados por Kang et al. (2010), além de observarem

graves alteragOes atréficas em acinos mucosos e células ductais.

As vacuolizagbes citoplasmaticas também foram observadas em glandulas
parétidas nos grupos controle e tratado dos estudos de Dexheimer (2005), porém,
além de ter sido utilizada a glandula parétida, foi realizado em camundongos € o
grupo tratado submetido a doses de radiagcdo. Younis et al. (2013), também
evidenciaram no citoplasma das células acinares vacuolos extensos e grosseiros,
mas apenas no grupo tratado com BTX-A. Em nosso trabalho, o aparecimento

dessas vacuolizacdes pode ser explicado pela sexagem dos animais utilizados
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(fémeas), como possiveis alteragdes fisioldégicas apos periodo gestacional, pois as
ratas ja tinham passado por uma prenhez prévia.

Figura 3: Fotomicrografias de porgcbes de glandulas submandibulares de ratos do grupo tratado com
toxina botulinica tipo A (grupo lll). BTX-A com 7 dias apés a aplicacdo (A e B). BTX-A com 15 dias
apds a aplicacéo (C e D). BTX-A com 28 dias apés a aplicacao (E e F). Porgdes serosas (A, Ce E) e
porcoes mucosas (B, D e F). Na porcao serosa observe entre os acinos, os ductos granulosos (DG);
ductos estriados (DE); vasos sanguineos (asteriscos brancos); vacuolizagdes (cabeca de seta verde);
e algumas células mononucleadas (seta branca), inclusive em meio as células do ducto estriado. Na
porcdo mucosa observe os ductos estriados (DE); vasos sanguineos (asteriscos brancos); e semiluas
serosas (asterisco amarelo). Barra = 36 pm. Coloragédo: Hematoxilina e Eosina.
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Figura 4: Fotomicrografias de por¢des de glandulas submandibulares de ratos do grupo tratado com
gelatina de origem bovina (grupo Il). Grupo tratado com gelatina e analisado 7 dias apos a aplicagao
(A e B). Grupo tratado com gelatina e analisado 15 dias ap6s a aplicacédo (C e D). Grupo tratado com
gelatina e analisado 28 dias apés a aplicacéao (E e F). Porgbes serosas (A, C e E) e porgbes mucosas
(B, D e F). Na porgédo serosa observe entre os &cinos, os ductos granulosos (DG); ductos estriados
(DE); vasos sanguineos (asteriscos brancos); vacuoliza¢des (cabe¢a de seta verde); e algumas
células mononucleadas (seta branca); e em E, um ducto intercalar (cabega de seta branca). Na
porcdo mucosa observe os ductos estriados (DE); vasos sanguineos (asteriscos brancos); e semiluas
serosas (asterisco amarelo). Barra = 36 ym. Coloragédo: Hematoxilina e Eosina.

Segundo Santos et al. (2001) e Rezende (2012), mulheres gravidas sofrem,
dentre as principais alterac6es orais, de hipersalivacdo. Dessa forma, pode-se supor



63

que durante o periodo gravidico, as glandulas salivares podem intensificar a
producdo da saliva por um reflexo neurogénico e que apds esse periodo, as
organelas responsaveis pela sintese da saliva podem sofrer autofagia, ou a grande
quantidade dos granulos de secrecao, podem formar esses vacuolos. Além do mais,
o género feminino pode influenciar a producdo de saliva pela variagdo hormonal
(TSCHENG, 2002). Silva e Melhado (1996) constataram que a progesterona
promove um aumento nos ductos granulosos e aumento na quantidade de granulos
de secrec¢ao. Ainda segundo Tscheng (2002), as fémeas também sao mais sensiveis
aos efeitos de medicamentos xerogénicos. Entretanto, para melhores respostas,
necessitam-se de outras metodologias para investigar com maior profundidade a

verdadeira natureza dessas vacuolizacdes citoplasmaticas.

Ja na analise ultraestrutural de acinos serosos de glandulas submandibulares
de ratos feitas por Younis et al. (2013), através de microscopia eletrénica de
transmissdo (MET), os autores afirmaram que os &cinos tratados apresentaram
menos granulos de secrecado, alargamento do reticulo endoplasmatico rugoso
(RER), degeneracao mitocondrial e nacleos com contornos irregulares. A diminuicao
do material de secrecdo foi evidente, com granulos secretores alterados. Os
vacuolos citoplasmaticos foram visualizados, porém os autores ndo descrevem o
seu conteudo. Algumas destas alteracbes ultraestruturais também estiveram
presentes nas analises de Teymoortash et al. (2007), como alteragdes e
coalescéncia dos granulos secretores, com menos material secretor. Além de
alteracées no RER, Shan et al. (2013), evidenciaram os granulos secretores de
forma semelhante ao descrito por Younis e colaboradores (2013). Dessa maneira,
podemos supor que 0s vacuolos citoplasmaticos se deem pelas alteracdes e

coalescéncia dos granulos secretores.

Em relacdo a presenca de linfécitos, Dexheimer (2005), afirma que o
aparecimento de linfécitos € comum com o envelhecimento da glandula. Nas
pesquisas de Coskun et al. (2007), ndo foram encontradas alteracdes relacionadas
as células acinares, exceto uma infiltragao linfocitica no estroma glandular. Nao foi
relatada nenhuma alteracao histopatolégica permanente nas células. No trabalho de
Kang et al. (2010), apds a desnervagao da glandula por neurectomia do nervo corda,
também evidenciaram uma infiltracdo no tecido glandular por células

mononucleares. Tais resultados diferem do evidenciado por Yuan, Hou e Wen
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(2004), que concluiram nao haver nenhuma infiltragdo celular e necrose em torno de
células acinares e ductos das glandulas submandibulares tratadas com BTX-A de

origem chinesa, ou seja, sem processo inflamatério.

Alguns estudos, como os de Carpenter et al. (2007) e Yu (1986), sugerem que
a presenca de células inflamatérias reduzem a secrecéo das glandulas salivares sem
causar qualquer lesao glandular, pois agiriam liberando citocinas, impedindo a
liberagdo de neurotransmissores e, além disso, dessensibilizando as células

parenquimatosas.

No grupo | (controle), ao realizar a descri¢cao estatistica dos acinos serosos e
mucosos, assim como dos ductos estriados localizados nas duas por¢des da
glandula, ficou evidente que os acinos mucosos sao maiores em relacao aos acinos
serosos. O mesmo foi observado nos ductos estriados, tendo parede mais espessa
os ductos localizados nas por¢cées mucosas das glandulas (tabela 3).

Tabela 3: Analise descritiva do diametro (em micrébmetro — um) dos &cinos e
espessura dos ductos no grupo | (controle).

Tipo de . . . . Desvio

Células Minimo Maximo Média Mediana padrao
Acinos

Serosos 30,40 36,80 33,72 33,83 1,87

Mucosos 37,4 44 4 40,04 39,52 2,12
Ductos

Serosos 13,6 17,6 15,58 15,14 1,23

Mucosos 14,8 19,8 17,38 17,43 1,22

Ao ser avaliado o diametro dos acinos serosos entre os subgrupos (7, 15 e 28
dias apos a aplicacao da droga), tanto para o grupo Il (BTX-A), quanto para o grupo
Il (gelatina de origem bovina), ao aplicar o teste de ANOVA, verificou-se nao haver
diferenca entre eles (tabela 4). Entretanto, quando comparado os diametros dos
acinos serosos entre 0s grupos pelas respectivas datas de anélise apds as
aplicac6es das drogas, através do teste t-student, verificou-se que os mesmos foram

menores no grupo Il em relacao ao grupo |l (tabela 4). Quando comparados com o
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grupo | (controle), observou-se pelo teste t-student que ha diferengas significativas
entre os grupos: controle e BTX-A 7 dias (p = 0,008); controle e BTX-A 28 dias (p <
0,001); e controle e gelatina 28 dias (p = 0,027). Nas duas primeiras comparacdes o
controle apresentou uma média significativamente maior; ja na Gltima comparacao o
grupo tratado com gelatina bovina, analisado com 28 dias, possuiu uma média

maior.

Tabela 4: Média e desvio padrao do didmetro do acinos serosos (em micrometro —

um) segundo o numero de dias de analise e o tipo de tratamento utilizado.

Grupo avaliado

Numero de
) Grupo Il
dias da Grupo Il ] p-valor?
- (Gelatina
analise (BTX-A) .
Bovina)
7 dias 31,23+2,50 34,32+2,47 0,006
15 dias 32,18+4,25 35,23+2,49 0,043
28 dias 31,69+2,07 35,71+2,23 <0,001
p-valor? 0,300 0,396 -
p-valor do teste da ANOVA (se p-valor < 0,05 as médias entre os dias difere significativamente); 2p-
valor do teste t-student (se p-valor < 0,05 as médias entre grupo Ill e grupo Il diferem

significativamente).

Com estes dados histométricos, os quais evidenciaram no grupo Il uma
diminuicdo do diametro dos Aacinos serosos, sugerimos que a toxina esteja
interferindo com o mecanismo de sintese e secrecdo celular causando uma
diminuicdo da atividade transcripcional e traducional de seus componentes

proteicos, bloqueando a produc¢ao de saliva serosa.

Shan e colaboradores (2013), através de estudos moleculares, propuseram
que a falta da acetilcolina causada pela presenta da BTX-A nos terminais nervosos,
inibe a expressao do receptor muscarinico M3. Diante da diminuicdo da expressao
dos receptores M3, Shan et el. (2013), sugerem que em glandulas salivares, tal fato
provoque diminuicao do AQP5 (Aquaporina 5) e sua translocacao até a membrana

apical das células secretoras, diminuindo a secrecéao de agua.
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Esta diminuicdo do didmetro dos &acinos serosos estdo de acordo com
Teymoortash et al. (2007), que trataram glandulas submandibulares de ratos com
toxina botulinica tipo A, tipo B e tipos A e B simultaneamente, observaram &acinos
compactados mais densamente, com forma ligeiramente alongada e a area basal
baséfila contendo o nucleo mais pronunciado nos ratos tratados com a toxina
botulinica do que nos controles, além de relatarem mudancas ultraestruturais nas
células acinares, sugerindo que tal fato deva-se a desnervagao quimica da glandula
provocada pela inibicio da ACh pela toxina botulinica tipo A na juncao
neuroglandular (LIPP et al., 2003; JONGERIUS et al., 2004b).

Nossos resultados também concordam com os relatados por Yuan, Hou e
Wen (2004) e Coskun et al. (2007), ao afirmarem que a toxina botulinica tipo A induz
temporariamente atrofia das células acinares. Coskun et al. (2007), afirmam que
embora a aplicacdo da toxina em glandulas de ratos reduza o tamanho das
glandulas visualizadas por ultrassonografia, ndo foi evidenciado alteragdo
histopatoldgica permanente nas células. Younis et al. (2013), observaram em seus
estudos que através da microscopia Optica, os acinos serosos de glandulas
submandibulares de ratos sob acdao da BTX-A, além se apresentarem com
tamanhos reduzidos, estavam em menor numero e mais compactados em

comparacao com 0s acinos do grupo controle.

No entanto, em 2007, Gerlinger et al. em trabalho feito com glandulas
submandibulares de coelhos tratadas com toxina botulinica e analisadas dois meses
apds a aplicacao, nao evidenciaram alteracdes histolégicas marcantes. Supomos
que o tempo decorrido da aplicacdo da toxina até a analise histolégica da glandula
foi demasiadamente longo e suficiente para recuperacao total do tecido glandular.
Ainda, diferentemente dos nossos achados, Ellies et al. (1999), afirmaram nao existir
diferenca histométrica para acinos serosos de glandulas submandibulares injetadas
com a toxina e com o soro fisiolégico, embora ambos tivessem uma contagem
nuclear ligeiramente superior do que 0s acinos do grupo controle. Os autores
também observaram fraca imunorreatividade para acetilcolinestesare no grupo
tratado, mostrando diminuicdo da presenca de acetilcolina nas juncdes

neuroglandulares.

Estudos semelhantes foram realizados em glandulas parétidas de ratos por
Ellies et al. (2000), os quais observaram diferenga entre glandulas tratadas com
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toxina botulinica tipo A e com solucdo salina no 7¢ dia apds a aplicagédo da droga. As
glandulas tratadas com a toxina apresentaram uma contagem nuclear menor do que
os controles. Todavia, as medidas histométricas realizadas por estes autores,
mostraram uma ligeira alteracdo no volume da célula acinar (inchaco),
especialmente no dia 7, resultando em um menor numero de nucleos por area da
secdo, causado pela retencdo de produtos de excrecao do corpo celular. Este
achado difere dos resultados encontrados por Wen, Yan e Hou (2009), que, também
utilizaram toxina botulinica em glandulas parétidas, e observaram diminuicdo da

porcao acinar.

A reversibilidade da morfologia das por¢oes secretoras sao evidentes entre os
grupos tratados no nosso experimento, o que esta de acordo com Shan et al. (2013),
0os quais aplicaram toxina botulinica tipo A de origem chinesa em glandulas
submandibulares de coelhos, e verificaram que o fluxo salivar vai se recuperando de
forma parcial com o tempo, ou seja, a medida que declina a dosagem da droga no
local. Em relagédo as alteragdes morfolégicas, os autores afirmaram que no local da
aplicacdo da droga houve substituicdo de células ductais e acinares por tecido
fibroso. Além disso, as células acinares que rodeavam o ponto da injecdo da BTX-A,
mostraram-se com tamanhos drasticamente reduzidos, mas que essas alteracbes

atenuaram-se com o passar do tempo.

Na avalicdo histométrica dos acinos mucosos, ao aplicar o teste de ANOVA
nao houve diferengas significativas entre os didmetros destes acinos nos subgrupos
do grupo lll. Entretanto, a diferenca foi relevante entre os subgrupos que receberam
a gelatina bovina (p-valor = 0,522 e <0,001, respectivamente), como maior aumento
acinar ocorrido do 7° para o 15° dia apdés o tratamento (tabela 5). Quando
comparado o didmetro dos acinos entres os subgrupos tratados com BTX-A e com a
gelatina de origem bovina, através do teste t-student, o resultado foi significativo
apenas no 7° dia apés o tratamento (p-valor = 0,008), indicando que o grupo Il
apresentou um didmetro maior nos acinos mucosos do que os do grupo Il, para este
dia (tabela 5). Ao comparar cada subgrupo com o grupo | (controle), verificou-se que
sé houve diferenca significativa entre o grupo controle e subgrupo de gelatina
analisado com 7 dias, sendo maiores os diametros dos acinos mucosos do grupo
controle (p = 0,007). Nas demais comparagdes, o teste t-student nao revelou

diferencgas significativas.
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Nao foram encontrados relatos na literatura sobre estes achados da porcao
mucosa de glandulas submandibulares sob influéncia da BTX-A. Os acinos mucosos
do grupo lll foram maiores que os do grupo controle no 7° e 28° dias ap6s a
aplicacdo da droga, mas sem grandes diferencas significativas. E possivel que as
porcbes mucosas tentem compensar a perda de saliva fluida lubrificando em maior

proporcao a superficie da mucosa oral.

Tabela 5: Média e desvio padrao do didmetro dos acinos mucosos (em micrémetro —
um) segundo o numero de dias de analise e o tipo de tratamento utilizado.

Grupo avaliado

Numero de
) Grupo Il
dias da Grupo Il ] p-valor?
- (Gelatina
analise (BTX-A) .
Bovina)
7 40,98+3,43 37,60+2,03 0,008
15 39,44+5,82 39,25+0,92 0,916
28 41,67+3,57 41,70+2,48 0,985
p-valor’ 0,522 <0,001 -
p-valor do teste da ANOVA (se p-valor < 0,05 as médias entre os dias difere significativamente); 2p-
valor do teste t-student (se p-valor < 0,05 as médias entre grupo Ill e grupo Il diferem

significativamente).

O sistema ductal ndo mostrou diferencas relevantes entre os subgrupos de
cada grupo estudado. Entretanto, ao ser observado morfologicamente entre os
grupos, notou-se que os ductos estriados apresentaram-se com paredes mais
espessas no grupo tratado com gelatina bovina. Ao realizar o estudo histométrico
dos ductos estriados localizados na porgcao serosa das glandulas submandibulares,
foi observado ap6s a aplicacdo do teste ANOVA, que nao houve diferenca
significativa entre os grupos e subgrupos estudados (p-valor = 0,356 e 0,205,
respectivamente) (tabela 6). De forma semelhante ao ocorrido com os acinos
serosos, quando comparada a espessura média da parede do ducto estriado das
porcdes serosas dos subgrupos tratados com BTX-A a parede ductal dos subgrupos
tratados com a gelatina de origem bovina, através do teste f-student, observou-se
maior espessura dos ductos estriados no grupo Il (gelatina bovina), sendo
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significante em todos os dias avaliados (7, 15 e 28 dias, p-valor = 0,004; <0,001 e
0,012, respectivamente) (tabela 6). Na comparacdo com o grupo | (controle),
observamos diferencas significativas apenas com os trés subgrupos tratados com
toxina botulinica tipo A (7 dias com p < 0,001; 15 dias com p < 0,001; e 28 dias com

p = 0,036), com maior espessura da parede para o grupo |.

Essa diminuicdo da espessura da parede dos ductos estriados na porgcao
serosa, em relacdo ao grupo |, sugere que a toxina deve interferir com a formacéao
de saliva mais hiperténica, diminuindo a secrecao de agua e o bombeamento de
ions para producdo de saliva tamponada (pH em torno de 7.0). Segundo
Teymoortash et al. (2007), embora as células acinares sejam as principais
responsaveis pela producao e secrecao da saliva, ocorre um pequeno movimento de
agua transepitelial nos ductos. Desta forma o volume de secrecdo estaria

comprometido.

Tabela 6: Média e desvio padrao da espessura (em micrometro — um) da parede dos
ductos estriados da porcao serosa da glandula submandibular, segundo o niamero
de dias de andlise e o tipo de tratamento utilizado.

Grupo avaliado

Numero de
) Grupo Il
dias de Grupo Il ] p-valor?
. (Gelatina
analise (BTX-A) ]
Bovina)
7 dias 13,32+1,53 15,07+1,12 0,004
15 dias 13,01+1,30 16,08+2,11 <0,001
28 dias 14,05+1,98 16,04+0,95 0,012
p-valor? 0,356 0,205 -
p-valor do teste da ANOVA (se p-valor < 0,05 as médias entre os dias difere significativamente); 2p-
valor do teste t-student (se p-valor < 0,05 as médias entre grupo Ill e grupo Il diferem

significativamente).

Ja os ductos estriados localizados nas porgcdes mucosas apresentaram-se
com paredes mais espessas nos subgrupos tratados com gelatina bovina quando
comparado com os demais subgrupos. Pelo teste ANOVA, ndo houve diferengas
entre os trés subgrupos tratados com BTX-A (p = 0,172), todavia, houve diferengas
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significativas entres os subgrupos tratados com gelatina bovina (p = 0,003). Quando
se comparou pelo teste t-student a espessura da parede dos ductos entre todos os
subgrupos por seus respectivos dias de analise, a Unica diferenca significativa
ocorreu apenas no 152 dia apos as aplicagdes das drogas (p-valor = 0,002) (tabela
7). Ao ser realizada comparagao dos subgrupos tratados com BTX-A com o grupo |
(controle), observou-se diferencas significativas no 7° e 152 dias apds a aplicagéo da
droga (p < 0,001 para os dois). Ja na comparacao entre 0s subgrupos tratados com
gelatina bovina (grupo Il) com o grupo | (controle), as diferengas significativas
ocorreram no 7° e 28° dias de analise (p = 0,041 e 0,007, respectivamente), sendo
que no 72 dia o grupo | apresentou paredes mais espessas, enquanto que no 28° dia

apos a aplicacao da gelatina bovina, ocorreu o inverso.

Tabela 7: Média e desvio padrdo da espessura (em micrdbmetro — um) da parede dos
ductos estriados da porcao mucosa da glandula submandibular, segundo o niamero

de dias de andlise e o tipo de tratamento utilizado.

Grupo avaliado

Numero de
) Grupo Il
dias de Grupo Il ] p-valor?
- (Gelatina
analise (BTX-A) ]
Bovina)
7 dias 15,06+1,65 16,30+1,35 0,059
15 dias 15,25+1,39 17,85+2,07 0,002
28 dias 16,77+3,20 18,82+1,13 0,119
p-valor? 0,172 0,003 -
p-valor do teste da ANOVA (se p-valor < 0,05 as médias entre os dias difere significativamente); 2p-
valor do teste t-student (se p-valor < 0,05 as médias entre grupo Ill e grupo Il diferem

significativamente).

Sobre a espessura da parede dos ductos estriados localizados na porgéo
serosa e mucosa, também ndo foi encontrado nenhum registro de trabalho
investigativo nesse sentido na literatura. Nos grupos tratados, tanto com BTX-A,
quanto com gelatina bovina, houve uma predominancia na espessura da parede nos

ductos que estdo localizados na por¢ao mucosa da glandula. E, de maneira geral, a
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espessura da parede os ductos estriados nos trés subgrupos tratados com gelatina
de origem bovina foram mais espessos que as dos outros grupos.

Shan et al. (2013), afirmaram que o ductos das glandulas submandibulares de
coelhos apresentaram-se com um ligeiro alargamento, atenuando-se com o passar
do tempo. Porém esses autores nao fizeram medi¢cdes para comprovar alteracdes
na espessura da parede ductal e, também, ndo especificaram qual segmento do

sistema ductal foi utilizado.

Como a estimulacao de receptores colinérgicos ativam os transportadores de
ions em células ductais (TURNER e SUGIYA, 2002), tendo uma grande importancia
na concentracao final da saliva, sugerimos que tal funcao seja mais importante na
porcdo serosa da glandula. Sado necessarias outras metodologias para investigar
com maior profundidade a influéncia da gelatina bovina no tecido glandular.

Nada foi encontrado sobre a agéo da gelatina bovina em porgcdes secretoras e
excretoras glandulares. Sabe-se que a gelatina bovina € composta essencialmente
da proteina colageno da pele e de osso bovino (GELITA DO BRASIL, 2013). Por ser
de origem xendégena (de espécie diferente), talvez desperte alguma reacdo local
com liberacdo de mediadores quimicos que interfira na secregdo glandular. Apesar
de o laboratério Cristalia (2006), afirmar ndo haver maior grau de alergia a gelatina e
que qualquer consideracdo sobre a gelatina é de carater especulativo. Além disso,
este laboratério afirma que nao existe nenhum trabalho que comprove que a
associagao gelatina-toxina botulinica produz maior efeito adverso.

Embora nado avaliado no presente estudo, vale ressaltar que alguns autores
evidenciaram a presenca de apoptose em glandulas submandibulares de coelhos
sob acdo da BTX-A. Shan et al. (2013), também relataram a presenca de apoptose,
sendo mais evidente nas células ductais e com maior distribuicido duas semanas
apoés a aplicagdo da droga. A presenca de BTX-A também aumentou a concentracao
de amilase salivar, mas a concentragdo dos ions K" e ClI" ndo se alteraram no fluido

salivar.

Ao tratarmos as preparacdes com acido periédico de Schiff (P.A.S.), os acinos
mucosos do grupo controle reagiram positivamente mostrando citoplasma corado
em magenta, indicando a presenca de mucina (material glicoproteico) em seu

interior, conforme descrito por Tolosa et al. (2003). Os ductos estriados coraram-se
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em azul claro com seus nucleos em azul escuro. Esse mesmo padrao se repetiu nos
demais grupos, porém com a presencga de algumas vacuolizagoes (figura 5).

Todos os grupos também foram positivos para a coloracao em alcian blue (pH
2.5), estando a substancia glicoproteica corada em azul (TOLOSA et al., 2003),
confirmando a presenga de glicoproteinas neutras. Nesta coloragcdo, também foi
evidenciado o aparecimento de vacuolizagbes nos acinos mucosos (figura 6). Os
poucos vacuolos presentes na por¢do mucosa sugere que o processo de interrupgao
da salivacao seja parecido em ambas as porgdes.

Figura 5: Fotomicrografias de porgées mucosas de glandulas submandibulares de ratos do grupo | ou
controle (A), grupo Il (BTX-A) com 7 dias (B), grupo Ill com 15 dias (C), grupo Il (gelatina bovina) com
7 dias (D), grupo Il com 15 dias (E) e grupo Il com 28 dias (F). Observe o ducto estriado (DE) e vasos
sanguineos (asterisco amarelo). As cabecgas das setas verdes indicam a preseng¢a de vacuoliza¢des
em B, D, E e F. Em B e F observa-se células mononucleadas (setas brancas). Barra = 36 ym.
Coloracao: P.A.S.
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Figura 6: Fotomicrografias de porgées mucosas de glandulas submandibulares de ratos do grupo | ou
controle (A), grupo Ill (BTX-A) com 7 dias (B), grupo lll com 15 dias (C), grupo Ill com 28 dias (D),
grupo Il (gelatina bovina) com 7 dias (E) e grupo Il com 15 dias (F). Observe o ducto estriado (DE) e
vasos sanguineos (asterisco preto). As cabecas das setas verdes indicam a presenca de
vacuolizagdes. As setas amarelas indicam células mononucleadas. Barra = 36 ym. Coloragao: Alcian
blue (pH 2,5).

Ao tratarmos com Tricrémico de Gomori, evidenciou-se colageno distribuido
uniformemente pela cépsula, pelos septos conjuntivos e em algumas regides
intralobulares de todos os grupos estudados. As fibras coldgenas adquiriram uma
tonalidade verde claro e os nucleos celulares numa tonalidade proxima a cor preta,
conforme descrito por Tolosa et al. (2003). Segundo Tolosa e colaboradores (2003),
o tricrbmico de Gomori é um corante acido que serve para evidenciar fibras
colagenas, corando-as em verde-claro, e 0s nucleos das células em preto. Os
granulos dos ductos granulosos apresentaram-se numa tonalidade vermelha
intensa. Ja os ductos estriados hora aparecem numa tonalidade verde com nudcleos
azulados, hora apresentam-se com seu citoplasma com estriagdes roxas (figuras 7 e
8). Entretanto, tal método nao permite distinguir a distribuicdo dos tipos de colageno

presentes no tecido estromal da glandula submandibular de ratos.

A coloragéo de tricrbmico de Gomori consiste em método que se utiliza a
combinagdo de trés corantes 4cidos trifenilmetano azul ou verde, além de &cidos
aceético, fosfomolibdico ou fosfotungstico. O é&cido fosfomolibdico intensifica a
coloragcao dos componentes fibrilares, resultando na coloragédo de fibras colagenas
em cor verde (LILLIE e FULLMER, 1976).
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Figura 7: Fotomicrografias de por¢des serosas: grupo | ou controle (A); grupo Il (BTX-A) com 7 dias
(B); grupo lll com 15 dias (C); grupo lll com 28 dias (D); grupo Il (gelatina bovina) com 7 dias (E);
grupo Il com 28 dias (F). Observe os ductos estriados (DE), ducto granuloso (DG), ducto intercalar
(cabeca de setas brancas), vacuolizagdes (cabeca de setas verdes), vasos sanguineos (asteriscos
brancos) e o tecido conjuntivo interacinar (setas amarelas). Em F, na seta vermelha, uma célula
mononucleada. Barra = 36 ym. Coloracao: Tricrémico de Gomori.

“'Pu
Figura 8: Fotomicrografias de por¢cdes mucosas: grupo | ou controle (A); grupo Il (BTX-A) com 7 dias
(B); grupo Il com 15 dias (C); grupo Il com 28 dias (D); grupo Il (gelatina) com 7 dias (E); grupo Il
com 15 dias (F). Observe as semiluas serosas (asteriscos amarelos), ductos estriados (DE), vasos
sanguineos (asteriscos brancos) e o tecido conjuntivo interacinar (setas amarelas). Barra = 36 ym.
Coloracao: Tricromico de Gomori.
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O picrossirius red € um corante de natureza quimica acida, que ao reagir com
as fibras colagenas promove um aumento da sua birrefringéncia normal (SWEAT,
PUCHTLER, ROSENTHAL, 1964; JUNQUEIRA, BIGNOLAS, BRENTANI, 1979), e,
dependendo da espessura da fibra, mostra-se em cores diferentes quando vista no
microscépio de polarizacao. Através da fluorescéncia gerada, permite a observagéao
discriminada das fibras de colageno tipo | (colageno maduro) e tipo Il (coldgeno
imaturo) (JUNQUEIRA, BIGNOLAS, BRENTANI, 1979; DAYAN et al.,, 1989).
Notamos a maior presenca de tecido interacinar no grupo controle e nos subgrupos
analisados ao 7° dia apds o tratamento com BTX-A e com gelatina bovina, porém
com predominéncia do grupo controle. No grupo tratado com BTX-A houve uma
diminuicao do 15° dia, voltando a um ligeiro aumento no 28° dia apds o tratamento.
Nos demais grupos de estudo, observamos uma diminuigcdo do estroma localizado
entre os acinos mucosos (figura 9). Na porcdo serosa, a quantidade de tecido
estromal entre os acinos foi semelhante para todos os grupos (figura 10).

Para todos 0s grupos, observamos a predominéancia de colageno tipo Ill nos
espacos interacinares, cuja birrefringéncia evidencia-se pela cor verde.
Pouquissimos pontos revelaram a presenca de colageno tipo I, restrito e em pouca
quantidade nos septos, fortemente birrefrigentes, visto como fibras amarelas ou
vermelhas, conforme descrito por Melo et al. (2003). Nao existe nenhum estudo
semelhante na literatura, mas Katchburian e Arana-Chaves (2012) afirmam que a
matriz extracelular de glandulas salivares € constituida principalmente por fibrilas

colagenas do tipo I.

Outras investigacdes recentes mostram estudos imunohistoquimicos para as
enzimas acetilcolinesterase (AChE) e oOxido nitrico neuronal sintase (nNOS) em
glandulas submandibulares e parétidas, como nos trabalhos de Ellies et al. (1999),
Ellies et al. (2000), Ellies et al. (2003a), Ellies et al. (2006a), Ellies et al. (2006b).
Yuan, Hou e Wen (2004), além de processamento histologico, também realizaram
imunohistoquimica para substancia ou polipeptideo P. Wen, Yan e Hou (2009),
também fizeram imunohistoquimica para polipeptideo vasoativo intestinal (VIP). Em
todos eles foi evidenciada fraca imunorreatividade nos grupos tratados com BTX-A,
proporcional com o aumento da duracdo de exposicdo a toxina. O papel da
acetilcolina é bem conhecido. J& o do Oxido nitrico (NO) estaria envolvido no
processo de regulacdo secretéria, agindo como um possivel neuromodulador
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vascular na regulacao de processos secretores especificos no trato aerodigestivo
superior (TAKAI et al., 1999; ELLIES et al., 2006a; ELLIES et al., 2006b).

Figura 9: Fotomicrografias de polarizacdo de por¢gdes mucosas: grupo | ou controle (A); grupo llI
(BTX-A) com 7 dias (B); grupo lll com 15 dias (C); grupo lll com 28 dias (D); grupo Il (gelatina) com 7
dias (E); grupo Il com 28 dias (F). Observe colageno tipo | (fibras coradas em amarelo ou vermelho) e
colageno tipo Il (fibras coradas em verde). Barra = 288 ym. Coloracao: Picrossirius Red.

Y =5
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Figura 10: Fotomicrografias de polarizagdo de porgdes serosas: grupo | ou controle (A); grupo lll
(BTX-A) com 7 dias (B); grupo lll com 15 dias (C); grupo lll com 28 dias (D); grupo Il (gelatina) com 7
dias (E); grupo Il com 28 dias (F). Observe colageno tipo | (fibras coradas em amarelo ou vermelho) e
colageno tipo Il (fibras coradas em verde). Barra = 288 pym. Coloracgao: Picrossirius Red.
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De acordo com os estudos clinicos, a toxina botulinica é um recurso
terapéutico eficaz, seguro e consistente, apresenta alto impacto no tratamento das
mais diferentes doencas, mas esses dados estdo respaldados apenas por estudos
clinicos e muitas perguntas ainda permanecem sem solucdo. As pesquisas
experimentais sobre este tema sdo escassas e ainda muito divergentes. Conforme
observado nos poucos trabalhos existentes na literatura, ainda ha muita divergéncia

e questionamentos metodoldgicos.

Sao necessarios mais estudos detalhados com outras metodologias, com a
finalidade de desvendar ultraestruturalmente e molecularmente as modificacoes

sofridas pelo tecido glandular sob efeito da BTX-A e gelatina de origem bovina.
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8. CONCLUSAO

Dessa forma, concluimos que a toxina botulinica tipo A interfere na
organizacao estrutural das glandulas submandibulares promovendo uma diminuicao
no didmetro dos acinos serosos € na espessura da parede dos ductos estriados,
mas que macroscopicamente tal diferengca ndo se mostrou significante. Além disso,
as glandulas tratadas sofreram um aumento da vacuolizacdo e do espaco
interacinar. O aparecimento de células mononucleadas é normal, porém
intensificado pela administracao de BTX-A. Os acinos serosos do grupo tratado com
gelatina bovina foram significativamente maiores quando comparados com 0 mesmo
tipo de acino sob influéncia da BTX-A e do grupo controle. Ja 0s acinos mucosos
tratados com gelatina bovina foram em geral menores que os acinos tratados com
BTX-A e do grupo controle. A espessura da parede os ductos estriados nos trés
subgrupos tratados com gelatina de origem bovina foram mais espessos que as dos

outros grupos.

Histoquimicamente, as porcdées mucosas apresentaram-se positivas para a
presenca de material glicoproteico, tanto na coloracédo por P.A.S., quanto por alcian
blue, corando em magenta e em azul, respectivamente. A coloracao de tricromico de
Gomori evidenciou a presenca de fibras colagenas interparenquimatosa num
tonalidade verde. Na técnica de polarizacdo, pelo corante picrossirius red,
evidenciamos maior quantidade de colageno tipo Il
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RESUMO

Introducao: O tratamento da sialorreia se faz necessdrio pelos constantes riscos trazidos por
este estado de hipersalivacdo. Uma nova opg¢do terap€utica surge com a aplicagdo da toxina
botulinica em glandulas salivares. Entretanto, pouco se sabe sobre o seu mecanismo de acdo
no tecido glandular. Objetivo: Com base no exposto, este trabalho teve o objetivo de revisar
sistematicamente na literatura a ag¢do da toxina botulinica sobre o tecido das glandulas
salivares submandibular e parétida. Material e métodos: Foi realizada uma busca eletronica
no Portal de Periodicos da Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), que retne as bases de dados de grande relevancia para este estudo (Pubmed, Scielo,
HighWire, Crossref, Scopus e Science Direct). Resultados: Foram estabelecidos critérios de
inclusdo e exclusdo para os artigos, e um “n” de 13 trabalhos foram selecionados e utilizados.
Conclusao: Sao poucas as publicacdes que esclarecem como os dcinos das glandulas salivares
se comportam mediante aplicacdo da toxina botulinica. Apesar de os achados
imunohistoquimicos entre os autores serem concordantes, com imunorreatividade mais fracas
nas glandulas tratadas com a toxina botulinica, os dados histométricos sao divergentes e ha
questionamentos metodolégicos, necessitando de mais estudos pormenorizados para
responder as questdes sobre a eficdcia e seguranca da toxina botulinica nas glandulas
salivares.

Palavras-chaves: toxinas botulinicas, glandulas salivares, sialorreia, toxinas botulinicas tipo
A, glandula submandibular, ratos Wistar.

ABSTRACT

Introduction: The treatment of drooling if necessary by the constant risks brought by this
state of hypersalivation. A new therapeutic option comes up with the application of botulinum
toxin in salivary glands. However, little is known about its mechanism of action in glandular
tissue. Objective: On the basis of the above, this work had the objective of systematically
reviewing the literature the action of botulinum toxin on the tissue of the submandibular and
parotid salivary glands. Methodology: An electronic search was performed on the Portal de
Periodicos da Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
which brings together the databases of great relevance for this study (Pubmed, Scielo,
HighWire, Crossref, Scopus and Science Direct). Results: Were established inclusion and
exclusion criteria for articles, and an "n" of 13 works were selected and used. Conclusion:
there are few publications that clarify how the salivary gland acini behave with application of
botulinum toxin. Although the immunohistochemical findings were consistent among authors,
with weaker immunoreactivity in glands treated with botulinum toxin, the histometric data are
divergent, requiring more detailed studies to answer the questions about the efficacy and
safety of botulinum toxin in the salivary glands.

Keywords: botulinum toxins, salivary glands, sialorrhea/drooling/hypersalivation, botulinum
toxin type A, submaxillary gland, rats Wistar.
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1. INTRODUCAO

A sialorreia ou hipersalivacio é um fendmeno comum em criangas durante o
desenvolvimento do controle neuromuscular oral que vai dos 18 aos 24 meses. Todavia, apds

os 4 anos de idade a sialorreia é considerada anormal e, portanto patolégica’.

A hipersalivacao resulta da hipersecrecdo das glandulas salivares, porém é comumente
associada ao prejuizo do controle neuromuscular com disfun¢ao da atividade motora oral e ao
aumento do fluxo de saliva®. Também pode ocorrer como efeito colateral de medicamentos
que atuam aumentando a atividade dos receptores especificos da via secretomotora resultando
em hipersecrecdo. Entretanto, a maioria dos pacientes que apresentam a sialorreia tem

controle neuromuscular oral deficiente®.

N . .. . . . . 24

Como consequéncia da sialorreia inclui-se dermatite facial e perioral®; aumento das
infec¢des periorais e orais, halitose, dificuldade de higiene, isolamento social, riscos de
aspiracdo e perda de fluidos e eletrdlitos, gerando um grande impacto na vida dos

pacientes®”; dificuldades para falar e pneumonia'®; e riscos de infec¢des pulmonares'”.

Por tratar-se de uma patologia multifatorial, existem vérias abordagens terapé€uticas.
As substancias farmacéuticas anticolinérgicas, tais como a atropina, benzotropina e cloridrato
de glicopirrolato sdo uma opg¢do, reduzindo o volume de saliva na cavidade oral, pois
bloqueiam a ag¢do do sistema nervoso autdnomo parassimpdtico sobre os receptores de
acetilcolina das glandulas salivares®'?. Outras medidas incluem a medicacdo anti-
histaml’nica@; a cirurgia, tais como ablacdo das glandulas salivares, neurectomia timpanica,
transposicdo ou retroposicionamento de ductos excretores ou ligadura dos ductos
excretores(7’“’12); a radioterapia(10’13’14); fonoterapia(ls); medidas técnicas de posicionamento
corporal, € o “biofeedback” 11618,

Atualmente a toxina botulinica tem sido utilizada no tratamento da sialorreia(“’lg’zo),
pois a mesma é capaz de deprimir a atividade secretora das glandulas salivares*". Essas
neurotoxinas sdao produzidas pela Clostridium botulinum, uma bactéria anaerébica®. A
aplicacdo da toxina botulinica tipo A como tratamento para a sialorreia foi primeiro proposta
em 1997, sob a forma de injecdo intraglandular. A sua acio baseia-se na inibicao da liberacdo
de acetilcolina ao nivel pré-sindptico, agindo sobre os terminais nervosos colinérgicos,
fazendo com que ocorra um bloqueio quimico local e a perda da atividade neuronal do 6rgédo

alvo®,

Apesar de haver na literatura muitos trabalhos do tipo ensaios clinicos apontando a
eficdcia da droga, as pesquisas experimentais sao escassas, havendo a necessidade de estudos
pormenorizados sobre sua seguranga e efeito no tecido glandular. Desta forma, este estudo
tem por finalidade revisar a bibliografia publicada existente sobre os estudos experimentais,
verificando os dados sobre sua eficiéncia e seguranca da toxina botulinica nas glandulas
salivares maiores.

2. METODOS

Foi realizada uma busca eletronica no Portal de Periodicos da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) através do site
<www.periodicos.capes.gov.br>, que retine as bases de dados de grande relevancia para este
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estudo (Pubmed, Scielo, HighWire, Crossref, Scopus e Science Direct). Além dessa busca
manual em listas de referéncias, no periodo que transcorreu de fevereiro a dezembro de 2013.

Para a realizacdio do referido levantamento, utilizou-se os descritores “Toxinas
Botulinicas (Botulinum Toxins) and Glandulas Salivares (Salivary Glands) and Sialorreia
(Sialorrhea, Drooling, Hypersalivation)”, todos incluidos no Medical Subject Headings
(MeSH) e Descritores em Ciéncias da Satde (DeCS). A pesquisa foi realizada por um
avaliador, verificando o cruzamento dos referidos descritores e seus correspondentes em
inglés.

Esta pesquisa ndo contou com restri¢do de idiomas, nem se utilizou de um filtro de
tempo, sendo os artigos selecionados posteriormente por critérios de inclusdo e exclusao.

Foram excluidos na pesquisa artigos de revisdo da literatura e relatos de caso. A
escolha teve como critério de inclusdo a aplicagdo intraglandular da toxina botulinica tipo A,
ou tipo B, ou tipo A e tipo B associadas em glandulas salivares (parétida ou submandibular)
de animais, e que passaram por uma posterior analise histolégica.

3. RESULTADOS

Na busca no portal de periddicos da CAPES foram encontrados 71 periédicos
revisados por pares. Na busca manual em listas de referéncias de outros artigos, um total de
184 artigos foram obtidos, somando um “n” de 255 artigos. Destes, 64 artigos foram
eliminados por estarem repetidos. Os 190 periddicos restantes passaram por uma andlise
critica dos avaliadores, e apds aplicagdo dos critérios de exclusdo e inclusdao, um “n” de 13
artigos foram selecionados e utilizados neste trabalho.

Todos os artigos foram avaliados de forma independente por trés revisores, resultando
na elaboragao da Tabela 1. Os artigos selecionados foram organizados quanto ao autor € ano
de publicacdo; tipo e dose da toxina botulinica aplicada (A ou B); animal e glandula utilizada
no estudo; tipo de processamento usado para avaliar a acdo da droga; e principais resultados
encontrados.

4. DISCUSSAO

Sao poucos os trabalhos na literatura que envolvem a ac¢do da toxina botulinica no
tecido das glandulas salivares, seja parétida ou submandibular. Entretanto, em 1961, Emmelin
e Engstrom”? investigaram o efeito da toxina botulinica em glandulas parétidas e
submandibulares de gatos, os quais notaram a diminuicdo da liberacdo de acetilcolina e
aumento da sensibilidade do tecido glandular por outros agentes estimuladores da secrecdo
salivar.

O uso da toxina na sialorreia baseou-se numa publica¢do que datava de 1923, onde
Dickson e Shevsky observaram que o nervo timpanico que induzia salivagdo era bloqueado
em gatas infectadas pelo Clostridium botulinum™'*>. Porém como recurso terapéutico a
toxina foi liberada para administragdo em paciente em 1989, quando a FDA (Food and Drugs
Administration) a classifica como droga segura e eficaz para o tratamento dos distirbios do
movimento. Em 1990, o consenso do National Institutes of Health incluiu a toxina botulinica
tipo A na lista dos medicamentos seguros e eficientes.
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Existem poucos trabalhos envolvendo processamentos histoldégicos com dados
histométricos e histopatolégicos. Atualmente, os estudos experimentais da acdo da toxina
botulinica em glandulas salivares seguem uma padronizacao, realizados em ratos, € a maioria
refere-se de estudos imunohistoquimicos. As investigacdes imunohistoquimicas foram feitas,
principalmente, para as enzimas acetilcolinesterase (AChE) e 6xido nitrico neuronal sintase
(nNOS) em glandulas submandibulares e/ou parétidas, como nos trabalhos de Ellies et al.®,
Ellies et al.® ), Ellies et al.m), Ellies et al.®® e Ellies et al.*”.

A escolha pela enzima acetilcolinesterase se justifica pelo fato de que o tratamento
intraglandular com toxina botulinica consiste numa “desnervacdo” farmacoldgica das
glandulas salivares, que causa inibicdo da liberagcdo de acetilcolina (ACh) na juncgdo
neuroglandular (parassimpatectomia quimica) e produz uma redugdo no fluxo salivar, uma
vez que a toxina botulinica inibe seletivamente os componentes colinérgicos(3 03 A atividade
da enzima acetilcolinesterase depende da concentragcao e da disponibilidade de seu substrato,
a acetilco(lzigl)a, e ambos variam de acordo com o grau de inervacdo colinérgica das glandulas
exdcrinas .

Ja o 6xido nitrico (NO) € uma pequena molécula simples, mensageiro intercelular nos
mamiferos superiores, sendo importante neurotransmissor com capacidade potencializadora,
com agdes enddcrinas, autdcrinas e parécrinas(32). O 6xido nitrico atua como um possivel
neuromodulador vascular na regulacdo de processos secretores especificos no trato
aerodigestivo superior(g). A enzima 6xido nitrico neuronal sintase ¢ um marcador importante
nas placas terminais nervosas das glandulas salivares®>~".

Dessa forma, além de transmissores de acetilcolina, outros neurotransmissores, como

o neuromodulador NO, também podem estar envolvidos na regulacdo da fun¢do da glandula
. (8,28,29)
salivar .

Ellies et al.®% ’27'29), trabalharam com imunorreatividade para as enzimas
acetilcolinesterase e 6xido nitrico neuronal sintase, e evidenciou fraca imunorreatividade para
estas enzimas nos grupos tratados com toxina botulinica, chegando a ser proporcional com o
aumento da duragdo de exposi¢ao a toxina.

Os estudos histoldgicos em glandulas submandibulares, realizados por Ellies et al.®,

afirmaram nao existir em suas medidas morfométricas nenhuma diferenca clara dos dcinos
serosos de glandulas injetadas com a toxina e com o soro fisiolégico, embora ambos tivessem
uma contagem nuclear ligeiramente superior do que nos dcinos do grupo controle. Nao
verificaram apoptose e as medidas morfométricas nio revelaram alteracdes no volume acinar.

J4 em 2000, Ellies e colaboradores®” afirmaram que glandulas parétidas no 7° dia

apos aplicacdo da droga apresentaram-se com uma contagem nuclear um pouco menor que no
grupo controle. Ainda verificaram que medidas morfométricas mostraram uma ligeira
alterac@o no volume maior da célula acinar, especialmente no dia 7, resultando em um menor
nimero de nucleos por drea da secdo. Este achado foi descrito como uma consequéncia da
parassimpatectomia e pode se referir a retencdo de produtos de excrecdo do corpo celular.
Efeitos colaterais importantes, tais como apoptose, devido a uma reagdo toxica, nao foram
observados.

Yuan, Hou e Wen(35), além de processamento histolégico com coloracio em H.E.,

também realizaram imunohistoquimica para substancia P, um peptideo bioativo que modula a
secrecdo de glandulas salivares. Concluiram em seus trabalhos que ndo havia nenhuma
infiltracdo celular e necrose em torno de células acinares e ductos das glandulas
submandibulares, ou seja, sem processo inflamatério, embora induza temporariamente a
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atrofia das células acinares e ductais. Também observaram diminuicdo da imunorreatividade a
substancia P.

Teymoortash et al.®", trataram glandulas submandibulares de ratos com toxina

botulinica tipo A, B e A/B, realizaram estudos histoldgicos convencionais, histoquimicos e
andlises ultraestruturais, além de testarem a imunorreatividade para amilase. Evidenciaram
uma reducio no peso da glandula submandibular. Encontraram mudangas estruturais em todos
os grupos tratados. Mudangas mais significativas foram observadas em glandulas retiradas de
animais que receberam a administracdo simultinea de toxina botulinica tipo A e B,
demonstrando 4cinos compactados mais densamente, com forma ligeiramente alongada e a
area basal basofila contendo o nuicleo mais pronunciado, nos quais a avaliagdo morfométrica,
a indicou que a drea das células acinares eram menores nos ratos tratados com a toxina
botulinica do que nos controles, além de alteracdes ultraestruturais. Também evidenciaram
que as preparacdes para a imunorreatividade da amilase salivar foram fortemente coradas no
grupo controle, diminuindo nos grupos tratados.

Dessa forma, fica claro que os resultados encontrados por Teymoortash et al.®" sdo
divergentes daqueles encontrados por Ellies et al.®. Os primeiros afirmam que no estudo
realizado por Ellies e colaboradores®’, as avaliacdes morfométricas foram limitadas a
descricdo dos ntcleos das células acinares serosas € que ndao usaram um método de fixagcdao
padronizados para minimizar as diferengas no encolhimento das amostras de tecidos.

Coskun et al.”, além de processamento histopatolégico, utilizaram estudo radiolégico

antes e depois da aplicacdo da toxina, observando em seus resultados reducdo do tamanho das
glandulas, mas sem alteracdo histoldgica permanente nas células. Nao houve alteracdo na
vascularizacdo. Acredita-se que mudangas no tamanho da glandula submandibular podem ter
acontecido como resultado de um efeito funcional devido a diminui¢do na secre¢do. Além
disso, evidenciaram infiltracdo linfocitdria e apoptose nao foi evidenciado.

Wen, Yan e Hou®?, também fizeram imunohistoquimica para polipeptideo intestinal
vasoativo (VIP) e evidenciaram uma diminuicdo na imunorreatividade ao polipeptideo
intestinal vasoativo, que funcionaria como um possivel modulador da secrecdo de glandulas
pardtidas.

(35) 1.®

Sendo assim, estes autores Yuan, Hou e Wen"”’ e Coskun et al.”’, concordam ao
afirmar que a a toxina botulinica tipo A induz temporariamente atrofia das células acinares.
Entretanto discordam no ponto em que diz respeito em haver ou ndo uma infiltragao
leucocitaria. Os autores Wen, Yan e Hou(36), mas desta vez usando aplicacdo da toxina
botulinica tipo A em glandulas parétidas de ratos, chegaram as mesmas conclusoes,
afirmando haver uma tempordria atrofia celular, discordando dos achados de Ellies e
colaboradores””, que também utilizaram a glandula parétida e observaram um aumento do
volume acinar. Gerlinger et al.®” ndo observaram nenhuma alteracdo histolégica marcante,
entretanto, estes autores s6 analisaram a glandula ap6s 2 meses da inje¢do da droga, sugerindo
a finalizacdo da acdo da mesma sobre o tecido glandular.

Shan et al.(38), evidenciaram reducdo de tamanho das células acinares, fibrose,
mudancas ultraestruturais no grupo tratado, diminuicao do fluxo salivar, apoptose em células
acinares e ductais nos grupos tratados com a toxina. Nos achados ultraestruturais, os granulos
secretores de forma semelhante ao descrito por Younis e colaboradores®”, o que sugeriu
diminuir o espaco intercelular. Os resultados estruturais encontrados por Younis et al.®”
foram semelhantes ao descrito por Teymoortash et al.®Y. Além do mais, Shan et al.®® sugeriu
que o mecanismo molecular de acdo da toxina botulinica tipo A, se da pela inibi¢do do
receptor muscarinico (M3), fazendo com que haja expressdo da proteina AQP5 (uma
aquaporina), envolvida na secrecao de dgua.
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5. CONCLUSOES

Com base nos achados na literatura médica, pode-se concluir que sdo poucas as
publicacdes para determinar o mecanismo de agdo da toxina botulinica dentro do tecido de
glandulas salivares. Apesar dos achados imunohistoquimicos entre os autores serem
concordantes, com imunorreatividade mais fracas nas glandulas tratadas com a toxina
botulinica, os dados histométricos sdo divergentes e hd questionamentos metodoldgicos,
necessitando de mais estudos pormenorizados para responder possiveis questdes sobre a
eficacia e seguranca da toxina botulinica na glandula salivar.

A melhor compreensao dos mecanismos morfolégicos, histolégicos e histoquimicos
das glandulas salivares sob a influéncia da toxina botulinica estd diretamente relacionada com
entendimento dos profissionais que poderiam uséd-la como recurso no tratamento da sialorreia.
Sendo assim, deve-se incentivar novos estudos experimentais e clinicos sobre o efeito da
toxina botulinica com a finalidade de tornar o uso dessa substancia mais frequente e acessivel,
tornando-se uma prética de elei¢do em detrimento de técnicas mais invasivas.
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Tabela 1: Estudos sobre a acdo da toxina botulinica na glandula salivar de ratos, identificados por autor, ano, tipo e dose da toxina, glandula
salivar e metodologia de estudo utilizados e principais resultados.

LU Tl.po ¢ dose: d.e Amma.l N UL Metodologia de estudo Principais resultados
ano toxina botulinica utilizados
. Andlises com 7, 14 e 28 dias apds .. . .
19 ratas Wistar (200- S Imunorreatividade mais fraca nos dias 7, 14
. BTX-A,2,5U aplicacdo.
Ellies et al., ® 360 g). . e 28 no grupo tratado. Contagem nuclear
25 (Botox™). ~ Processamento histologico (HE) e .. .
1999 Glandula . .. ligeiramente superior do que os controles.
. . Imunohistoquimica para ~ .
submandibular direita. o Sem alteracdo no volume acinar.
Acetilcolinesterase.
16 ratas Wistar (200- Analises com 7, 14~e 28 dias apds Imunorreat1v1dgde fraca no grupo tratadq
Ellies et al BTX-A, 2®,)5 U 360 g) aph;:laga(l). HE) ;lgscgvada nos dlas1 7 e 14. Mais forte no dia
27 (Botox™). A e Processamento histolégico (HE) e . Contagem nuclear um pouco menor que
2000 Glandula parétida . .o N
. Imunohistoquimica para nos controles. Ligeiro aumento no volume
direita. o .
Acetilcolinesterase. acinar.
. BTX-A,25U 10 ratas Wistar (200- Angllse~s com 7, 143 N 28, d1‘as apos Observado fraca imunorreatividade
Ellies et al., (Botox®) 360 g). aplica¢do. Imunohistoquimica para roporcional com o aumento da duracio de
2003%® ’ Glandula parétida e Oxido Nitrico Sintase Neuronal p EX 08ic30 3 (oxiNd 1o LrUDO tratacgio
submandibular direita. (nNOS). posi¢ Erup '
. Andlises com 6, 10 e 30 dias apds
Yuan, Hou, BTX-A,2,5U. 18 rataszg’&(;lst)ar (210- aplicacdo. Atrofia tempordria das células acinares e
Wen, (Prosigne®). A &) Processamento histologico (HE) e ductais. Sem processo inflamatério. Fraca
35 Glandula . .. n . . -
2004 . o Imunohistoquimica para substancia imunorreatividade no grupo tratado.
submandibular direita. P
. BTX.A, 2.5 U 20 ratas Wistar (200- Anélises C?m 5, .7, 1f1 e 28 dias Observado fraca imunorreatividade
Ellies et 8a L, (Botox®) 360g). apos aph.cagao. - proporcional com o aumento da duragdo de
2006a ’ Glandula Imunohistoquimica para Oxido eXDOSicio & foxing 1o erupo tratado
submandibular direita. Nitrico Sintase Neuronal. POSIE grup )
. BTX-A, 2.5 U 20 ratas Wistar (200- Anélises C?m 5, .7, 1f1 e 28 dias Observado fraca imunorreatividade
Ellies etzzgtl., (Botox®) 360°g). . apos aph.cagao. - proporcional com o aumento da duragdo de
2006b ’ Glandula parétida Imunohistoquimica para Oxido R
. e . exposi¢do a toxina no grupo tratado.
direita. Nitrico Sintase Neuronal.

€0l



15 ratas Wistar (275-

Andlises com 14 e 28 dias ap6s

BTX-A,2,5U L Reducdo do tamanho das glandulas, mas
Coskun et (Botox®) 325 9). aplicagdo. sem alteracdo histoldgica permanente nas
al., 2007’ ’ Glandula Processamento histologico (HE) e erag y100glca permanc
. . P células. Infiltracdo linfocitdria.
submandibular direita. exame ultrassonogréfico.
BTX-A. B ou A/B Andlises com 14 dias ap6s )
B O’t ox®) 18 ratos Wistar (250- . aplicacado. . Reducdo do peso da glandula. Acinos mais
Teymoortas BTX-A: 5 U- iSTX— 300 9) Anélise macroscopica, compactados e com drea menor.
hetal., B: 25 0 U (’1 50 Glan clguia processamento histolégico (HE), Imunorreatividade menor nos grupos
2007% ' fator de. ’ submandibular direita histoquimica, imunohistoquimica | tratados. Mudancas ultraestruturais no grupo
conversio) ' para amilase e microscopia tratado.
’ eletronica de transmissdo (MET).
Gerlinoer et BTX-A.8 U. 3 coelhos (2,5 kg). Andlise com 8 semanas ands a Sem observacdo de alteragdes histolégicas
al 20g0737 Marca nao Glandula anlicacio p marcantes e reducdo temporéaria da producao
’ informada. submandibular direita. pHCagao. de saliva.
18 ratas Wistar (210- Analises com 7, 12~e 35 dias ap6s
Weﬁggan, BTX-A. 280 g). Processamer?f)(}llcl?siz(l)é ico (HE) e Temporaria atrofia celular e diminuicao da
36 2,5 U (Prosigne®). Glandula parétida . . 0108 imunorreatividade no grupo tratado.
2009 Jireita imunohistoquimica para
) polipeptideo vasoativo intestinal.
10 U — andlise com 1 semana; Reducdo de tamanho das células acinares,
30 coelhos (2.4+/-0.3 5U—andalisescom 1,2,4¢e 12 fibrose, mudancas ultraestruturais no grupo
BTX-A. NI ’ semanas. tratado, diminui¢do do fluxo salivar,
Shan et al., kg). Glandula ; L, . h . )
20133 10Ue 5U submandibular Processamento histolégico (HE), apoptose em células acinares e ductais no
(Prosigne®). esquerda MET, Tunel (apoptose), tratado, inibi¢cdo do receptor M3, e
4 ’ imunofluorescéncia para AQPS, localizacdo de AQPS5 no citoplasma da
fluxo salivar e PCR para M3 célula.
15 ratos Wistar (150- Anadlise com 20 dias apds a lgfﬁiigl?)z 2;;22?2?2 Sgrsna\f;z?ii’lggr:xiz?slg:
Younis e3t9 BTX‘A’®2 U 200 g). ) ap licggéo. ) e grosseiros. Espacos interlobulares mais
al., 2013 (Botox™). Glandula parétida Processamento histologico (HE) e ’ .
Jireita. MET. largos. Mudancgas ultraestruturais no grupo

tratado.
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ANEXO | — Parecer da Comissao 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

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

Recife, 30 de novembro de 2012.

Oficio n® 518/12

Da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof®. Liriane Baratella Evencio

Departamento de Histologia e Embriologia

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.045320/2012-52

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “Avaliacdo da Influéncia da Toxina Botulinica Tipo A (BTX-A) na
Glandula Submandibular de Ratos: Estudo Morfolégico, Imunohistoquimico e
Bacteriolégico”.

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 s&o adotadas como critérios de
avaliagio 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 do Departamento de Nutrigdo- Atenciosamente,

UFPE; Animais: Ratos; Linhagem: Wistar, Sexo: Fémeas;
Numero de animais previsto no protocolo: 42 ratos; Peso: 300-
; Idade: 3 meses.

CCB: Integrar para desenvolver







