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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo elucidar o efeito do 5-fluorouracil (5-FU) em
glandulas salivares maiores, fluxo e composi¢édo salivar, utilizando um modelo pré
estabelecido de mucosite oral (MO) induzida em hamsters. A MO foi induzida por
administracdes intraperitoneais de 5-FU, nos 1° e 2° dias do modelo experimental
(60mg/kg e 40mg/kg, respectivamente). No 4° dia, os animais foram submetidos ao
trauma mecanico em mucosa jugal. Previamente a coleta das glandulas salivares,
foi administrado pilocarpina (10mg/kg) para a medida do fluxo salivar e posterior
coleta da saliva. As glandulas salivares maiores foram coletadas para analise
histopatoldgica, contagem das células inflamatérias, avaliacdo do estresse oxidativo
(SOD, CAT, nitrito/nitrato, NPSH e MDA), quantificacdo de citocinas pro-
inflamatérias (TNF-a e IL-1B) e investigacdo de morte e proliferacdo celular celular,
niveis de CAT, SOD, lisozima e IgA foram avaliados em amostras de saliva. Os
resultados mostraram que o 5-FU reduziu significativamente o fluxo salivar
estimulado pela pilocarpina no 4° dia do modelo experimental, associado ao
aumento dos niveis de SOD na saliva. No 10° dia, foi observada recuperacao do
fluxo salivar, concomitante a reducdo dos niveis de lisozima de saliva. Além disso, o
5-FU promoveu vacuolizacdo na glandula parétida e edema periductal na glandula
submandibular no 4° dia, associada ao aumento do influxo de células inflamatérias,
principalmente no 4° dia na glandula submandibular e nos 4° e 10° dias na glandula
parétida. O 5-FU estimulou a producao de citocinas pré-inflamatérias (IL-1p e TNF-
a) no dia 10° nas glandulas submandibular e sublingual concomitante ao estresse
oxidativo. Contudo, apesar do aumento do estresse oxidativo no 10° dia, o 5-FU
produziu efeito inibitorio das mesmas citocinas pro-inflamatorias na glandula
parétida. De acordo com os resultados acima descritos, podemos concluir que o 5-
FU induz resposta inflamatéria nas glandulas salivares maiores, mais
frequentemente observado 10 dias apos a primeira administracdo do 5-FU, o que
pode contribuir para a hipofuncéo das glandulas salivares, levando a altera¢cdes no

fluxo e composicgéo salivar.

Palavras-chave: mucosite oral, hipofuncéo salivar, xerostomia, 5-Fluorouracil



ABSTRACT

The aim of this study was to elucidate the effect of 5-Fluorouracil (5-FU) on major
salivary glands, salivary flow and saliva composition using an established oral
mucositis (OM) model, in hamsters. OM was induced by two intraperitoneal
administrations of 5-FU on 1stand 2" days of the experimental model (60mg/kg and
40mg/kg, respectively), followed by cheek pouch mucosa scratch. Pilocarpine
stimulated salivary flow were measured, saliva was collected, salivary glands were
harvested for histopathologycal analysis, measurement of inflammatory cells,
evaluation of oxidative stress (SOD, CAT, nitrite, NP-SH and MDA), quantification of
pro-inflammatory cytokines (TNF-a and IL-1f3) and investigation of cell death and
proliferation. CAT and lysozyme activities and IgA and SOD levels were evaluated in
saliva samples. This study demonstrated that 5-FU significantly reduced the
pilocarpine stimulated salivary flow rate on the 4™ experimental day, associated with
an increase in SOD levels in saliva. Recovery of salivary flow was observed on day
10, when a decrease in the saliva lysozyme levels was detected. In addition, 5-FU
promoted vacuolization in parotid gland and periductal edema in submandibular
gland, combined with an increase in the inflammatory cells influx, mostly observed
on the 4™ day in submandibular gland and on 4" and 10" days in parotid gland. 5-FU
stimulated pro-inflammatory cytokines (TNF-a and IL-1B) production on 10" day in
submandibular and sublingual glands associated with oxidative stress. Although the
stimulation of oxidative stress on 10" day, 5-FU promoted inhibitory effect on both
pro-inflammatory cytokines in parotid gland. According to the above mentioned
results, 5-FU induced an inflammatory response in major salivary glands, most
observed 10 days after its first injection, which may contribute to glands

hypofunction, leading to alterations in the salivary flow rate and composition.

Keywords: oral mucositis, salivary hypofunction, xerostomia, 5-Fluorouracil.
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1 INTRODUCAO

A mucosite oral € uma das reacdes adversas mais comuns decorrentes
das terapias antineoplasicas, como a radioterapia em cabeca e pescoco e a
guimioterapia, principalmente a que utiliza drogas que afetam a sintese do DNA.
Diversos fatores podem contribuir com a severidade desta complicacdo como as
variaveis endogenas do préprio paciente, protocolo de tratamento empregado,
guimioterapia concomitante a radioterapia, o que pode levar a instabilidade da
saude bucal e queda da qualidade de vida dos pacientes (VISSINK et al. 2010;
JENSEN et al. 2010; SKEFF et al. 2014; VAN DER VELDT et al. 2014; AL-ANSARI
et al. 2015; VILLA, SONIS 2015; VASCONCELOS et al., 2016).

Além da mucosite oral, outra manifestacio comumente observada
decorrente destas terapias € a xerostomia (boca seca), que pode agravar o quadro
de dor nos pacientes que apresentam a mucosite oral (JENSEN et al. 2010,
EPSTEIN et al. 2002), aumentar significativamente o risco de candidiase
orofaringea (EPSTEIN et al. 1993) e problemas dentérios (OHRN et al. 2001). Esta
bem estabelecido que a xerostomia € induzida principalmente pelo efeito de
radiacdo localizada sobre as glandulas salivares (submandibular, sublingual e
parétida) (OHRN et al. 2001; TROTTI et al. 2003), mas relatos recentes mostram
gue a quimioterapia, mesmo guando ndo esta associada com a radioterapia, pode
também diminuir o fluxo salivar e alterar a composicdo da saliva (JENSEN et al.
2010; VAN DER VELDT et al. 2014; CAMPOS et al. 2014).

O 5-fluorouracil (5-FU) é uma fluoropirimidina comumente utilizado no
tratamento de uma variedade de tumores malignos, incluindo mama, trato
gastrointestinal e cabeca e pescoco (AL-FAKEEH et al., 2016; WANG et al., 2016;
DEL MASTRO et al., 2016). Este quimioterapico atua como inibidor da enzima
timidilato-sintase, o que resulta na deficiéncia de timidina monofosfato, um dos trés
nucleotideos que formam timina (LONGLEY et al. 2003). Este processo também
implica na geragdo do estresse oxidativo (OZER et al. 2015), culminando a
replicacdo danificada do DNA, danos ao genoma e morte celular (BERGER,
BERGER 2006; BARBOUR, BERGER 2008).

A literatura mostra diversas complicacdes bucais decorrentes do uso do
5-FU, como alteracdo do pH salivar, dos componentes idnicos, dos niveis de
enzimas salivares e reducdo do fluxo salivar, resultando em xerostomia em
humanos (JENSEN et al. 2008a; JENSEN et al. 2008b; MAZZEO et al. 2009).



Também, foi demonstrado que o 5-FU pode induzir ao estresse oxidativo nas
glandulas submandibular e sublingual por mecanismos desconhecidos e que foi
prevenido pela laserterapia (CAMPOS et al. 2014). Contudo, o0 mecanismo pelo qual
0 quimioterapico afeta a producdo salivar culminando a xerostomia ndo esta
totalmente elucidado e consequentemente, existe a necessidade de maiores
esclarecimentos para que futuramente encontremos formas mais efetivas de
tratamento para esta condi¢do e até mesmo, estudar maneiras de preveni-la.
Portanto, o presente estudo tem como objetivo investigar os efeitos do 5-
FU no fluxo e composicédo salivar, associada a alteracdes histolégicas das glandulas
salivares maiores, considerando alguns aspectos como a infiltrado celular imuno-
inflamatério, citocinas inflamatorias, morte e proliferacéo celular e estresse oxidativo

em hamsters.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mucosite oral

A mucosite oral é uma toxicidade extremamente dolorosa e debilitante,
frequentemente observada nos pacientes que fazem wuso de terapias
antineoplasicas, como a quimioterapia e a radioterapia em cabeca e pescogo. E
comum resultar na formacéo de Ulceras, nas quais sédo susceptiveis de aumento da
colonizagdo de microorganismos (VILLA; SONIS, 2015; VASCONCELOS et al.,
2016).

A prevaléncia da mucosite oral varia de acordo com o0 regime de
tratamento empregado: 40% dos pacientes submetidos a quimioterapia, 69,8-76%
dos pacientes submetidos ao transplante de medula 6ssea (ALONSO et al., 2001;
JO; KIM, 2014) e 30-100% dos pacientes submetidos a radioterapia em cabeca e
pescoco (TROTTI et al.,, 2003; NAIDU et al., 2004). Cerca de 56% dos pacientes
gue apresentam a mucosite oral, desenvolvem os graus mais severos (TROTTI et
al., 2003).

A patogénese da mucosite engloba uma sequéncia de eventos biolégicos
associados a influéncia do microbioma e ambiente oral. A maioria das vias que
levam a mucosite sdo a mesma em doentes que receberam radioterapia,
guimioterapia (como inducéo), ou radioterapia e quimioterapia concomitants (SONIS
et al., 2009). A progressdo da mucosite pode ser resumida em cinco fases: (I)
iniciacao, (Il) sinalizagdo dos sinais, (Ill) amplificacdo dos sinais, (IV) ulceragéo e (V)
cicatrizacdo (VILLA; SONIS, 2015). A fase de iniciacdo € caracterizada pela
incidéncia da radiagédo e quimioterapia gerando danos ao DNA, geracdo de espécie
reativas de oxigénio (EROs) e e subsequentemente, morte das células epiteliais da
acamada basal. Em seguida, ha ativacdo da resposta imune inata e uma série de
eventos biolégicos, incluindo ativacdo de pelo menos, 14 vias candnicas. A via do
fator nuclear Kappa-B (NF-kB) foi a mais estudada até o momento (LOGAN et al.,
2007). Esta via pode ser ativada diretamente pela quimioterapia e radioterapia,
indiretamente pela ligacdo dos receptores CRAMPS ou por espécies reativas de
oxigénio (LOGAN et al., 2008). Esta via vai regular a produgcédo de citocinas pro-
inflamatorias, como interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
COX-2, 6xido nitrico sintase induzida (NOSI), superéxido dismutade (SOD) e



moleculas de ades&o celular (LIMA et al., 2005; LEITAO et al., 2007; LOGAN et al.,
2007; LOGAN et al., 2008). Ademais, a ativacdo do NF-kB pode culminar na
apoptose das células. O quarto estagio € caracterizado pelo desenvolvimento de
Ulceras dolorosas que sdo mais susceptiveis a infeccdo, podendo haver colonizagcéo
de bactérias gram-negativas e gram-positivas. O estagio final é caracterizado pela
cicatrizacdo expontanea com completa restituicdo do epitélio (VILLA; SONIS, 2015)
(Figura 1).

Figura 1 — Biopatologia da mucosite oral.
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Fonte: Adaptado de Sonis (2009).

O primeiro sinal clinico da mucosite oral quimio-induzida surge apés 4 a 5
dias, sendo caracterizado por lesdes eritematosas atroficas que se distribuem, mais
frequentemente, nas mucosas maoveis e nas superficies laterais e ventrais da lingua.
Nesta fase inicial, os pacientes se queixam de queimacdo e intolerancia aos
alimentos apimentados. Apds 7 a 10 dias da quimioterapia, pode haver a formacao
de lesbes ulceradas que penetram na submucosa, resultando em desconforto ou,
em casos mais graves, dores intensas (ELTING et al., 2003; SONIS et al., 2004). O
curso da mucosite oral induzida pela quimioterapia dura, aproximadamente, 1
semana e geralmente, cicatriza espontaneamente em 21 dias ap0s a inducao
(ELTING et al., 2003; SCULLY et al., 2006; VILLA; SONIS, 2015).

Os pacientes que fazem uso de terapias mieloablativas e que evoluem

com perda da integridade da membrana mucosa, apresentam clinicamente, um fator



de risco a bacteremia, fungemia e sepse. Ademais, nestes casos, 0 uso de opiodides
e da nutricdo enteral/parenteral podem ser necessarios, resultando na diminuicdo da
gualidade de vida dos pacientes durante o tratamento, aumento do custo hospitalar
e também reducdo da tolerancia a terapia antineoplasica (ELTING et al., 2003;
SONIS et al., 2004).

Novos estudos tém-se concentrado na compreensao das interacdes entre
hospedeiro e a microbiota oral pois as vias atuais tém mostrado que os principais
fatores de viruléncia de microorganismos tém o potencial de contribuir para o
desenvolvimento da mucosite oral e pode prolongar a existéncia de ulceracdes ja
estabelecidas, afetando a cicatrizac&o do tecido (VASCONCELOS et al., 2016).

Apesar de existirem diversos estudos que avaliam possiveis formas de
tratamento para esta complicacdo, poucos mostram resultados realmente eficazes
(VASCONCELOS et al., 2016). Atualmente, existem diversos protocolos que visam a
prevencdo e tratamento da mucosite oral que sdo utilizados em pacientes
submetidos a terapias antineoplasicas. Entre elas podemos citar a crioterapia
(ASKARIFAR et al., 2016), antagonistas muscarinicos como a pilocarpina (LALLA et
al., 2014), laser de baixa poténcia (AMADORI et al., 2016; CAMPOS et al., 2016) e
fator de crescimento de queratinécitos (palifermina) (NGUYEN et al., 2015). Outros
estudos em modelos animais também apontam resolutividade da mucosite oral
através de doadores de Oxido nitrico (SKEFF et al., 2014), outros medicamentos
como azilsartan que € um antagonista do receptor de angiotensina Il (de ARAUJO et
al., 2015), associacdo de produtos naturais como a epigenina (PATRICIA et al.,
2016) e ziziphus jujube (KOOHI-HOSSEINABADI et al., 2015), entre outros.

Em humanos, existem diversos regimes quimioterapicos que estdo
comumente associados ao desenvolvimento da mucosite oral. Entre eles podemos
citar a associagéo da doxorrubicina e ciclofosfamida, utilizados para o tratamento do
cancer de ovario (FLOQUET et al., 2014), 5-Fluorouracil e cisplatina para o
tratamento do cancer de laringe (NAKATA et al., 2016), capecitabina e cisplatina
para o tratamento de tumores gastricos (YOO et al., 2016), carmustina, etoposide,
citarabina e melfalan para o tratamento de linfoma de Hodgkin e n&o-Hodgkin
(HOHLOCH et al., 2016), entre outras. Em animais, os estudos mais recentes
mostram que o modelo de indugcdo da mucosite oral em animais, o 5-fluorouracil é
mais utilizado em comparacdo aos outros quimioterapicos como o0 metrotexato
(PATRICIA et al., 2016; KOOHI-HOSSEINABADI et al., 2015; SKEFF et al., 2014;



PATEL et al., 2014).
2.2 5-Fluorouracil (5-FU)

O 5-FU é uma droga antimetabolita da classe das fluoropirimidinas,
comumente utilizada para o tratamento de neoplasias malignas solidas,
principalmente para o cancer de mama (DEL MASTRO et al, 2016), trato
gastrointestinal (AL-FAKEEH et al., 2016) e cabeca e pescoco (WANG et al., 2016),
podendo ser empregada como terapia adjuvante, neoadjuvante ou de forma
paliativa.

Assim como como outros antimetabolitos, o 5-FU atua sobre as células
gue estdo na fase S do ciclo celular, o que contribui para reduzir seus efeitos
colaterais, uma vez que a populacdo de células que ndo se encontram nessa fase
sdo poupadas de suas acfes (GREM, 2001). Esta droga é anéloga a uracila (base
nitrogenada do acido ribonucleico) e possui um atomo de fldor incorporado na
posicdo C-5 do anel aromatico. Este sitio de substituicdo selecionado, inibe a
subsequente conversdo do nucleotideo uracila em nucleotideo timina (Figura 2)
(PINEDO; PETERS, 1988). Pode ser administrada por via tdpica, endovenosa ou
por via oral, sendo que esta Ultima recebe o nome de capecitabina (xeloda).

Figura 2 - Estrutura quimica do 5-FU e do Uracila.
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Fonte: Adaptado de Grem (2001).

Apés administracdo endovenosa, o 5-FU é distribuido através dos

liquidos corporais, desaparece da corrente sanguinea em 3 horas e € absorvida,



preferencialmente pelos tecidos que possuem alta taxa de divisdo celular e pelas
células tumorais. Possui tempo de meia vida entre 15 a 20 minutos. Subsequente a
uma Unica dose do 5-FU, aproximadamente 15% é excretado de forma inalterada na
urina dentro das 6 primeiras horas. O restante é metabolizado no figado em
metabolitos inativos pelos mecanismos normais do corpo humano para uracila (BC
Cancer Agency Cancer Drug Manual, 2015).

O mecanismo de agdo do 5-FU compreende na conversao em trés
principais metabolitos ativos: 5-fluoro-2-deoxiuridina monofosfato  (FAUMP),
fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP) e fluorouridina trifosfato (FUTP). (BANDRES et
al. 2007). O principal mecanismo de agcdo € mediado pela inibicdo da enzima
timidilato sintase (TS) que forma um complexo estavel entre FAUMP e o cofactor 5,
10-metileno- tetrahidrofolato (CH2FH4). A formag&do deste complexo, previne a
metilacdo de deoxiuridina-5-monofosfato (dUMP) em deoxitimidina-5-monofosfato
(dTMP) catalisada pela TS, impedindo a sintese de DNA. Esse processo pode
provocar estresse oxidativo, resultando em desequilibrio dos nucleotideos
intracelulares, levando ao dano no processo da sintese de DNA, interrupcao do ciclo
celular e apoptose (Figura 3) (LONGLEY et al., 2003; BERGER; BERGER, 2006;
BANDRES et al., 2007; BARBOUR; BERGER, 2008; BUCHEL et al., 2013, OZER et
al., 2015).

Outro mecanismo téxico a partir da administracdo do 5-FU, resulta da
incorporacao erronea de fluoronucleotideos, o trifosfato de 5-fluorouridina (FUTP) e
trifosfato de fluorouridina (FAUTP) ao DNA e RNA, respectivamente, interferindo na
funcao celular (LEICHMAN et al.,1997) (Figura 3).

Figura 3 - Mecanismo de agao do 5-FU. O principal mecanismo de agéo do 5-FU
ocorre pela inibicdo da enzima TS. Contudo, o 5-FU pode exercer seu efeito
citotoxico através da incorporacdo erronea de FUTP e FAUTP no RNA e DNA,
respectivamente. 5-FU: 5-Fluorouracil; dTMP: Deoxitimidina monofosfato; FAUMP:
Fluorodeoxiuridina monofosfato; FUTP: Fluorouridina trifosfato; TS: Timidilato
sintase (LEICHMAN et al.,1997; LONGLEY et al., 2003; BERGER; BERGER, 2006;
BANDRES et al., 2007; BARBOUR, BERGER, 2008; BUCHEL et al., 2013, OZER et
al., 2015).
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A resposta ao tratamento é bastante variavel entre os pacientes, cerca de
10 a 40% apresentam toxicidade severa ao 5-FU e sua forma ativa oral, sendo parte
destas complicacdes associadas a fatores genéticos (AMSTUTZ et al., 2011).

Os efeitos adversos do 5-FU variam consideravelmente de acordo com o
protocolo de tratamento, dose utilizada e via de administragdo. S&o mais evidentes
em células com grande indice de mitoses, como tecidos de rapida proliferacédo
(KOENIG; PATEL, 1970; PIRZADA; ALI; DAFER, 2000), podendo resultar em
mielossupressao e os primeiros efeitos ocorrem entre 7-10 dias, o nadir de 9-14 dias
e a recuperacéao entre 21-28 dias. Ademais, leucopenia, neutropenia febril, anemia,
agranulocitose, trombocitopenia e pancitopenia também sédo observados quando a
droga é administrada (BC Cancer Agency Cancer Drug Manual, 2015). No trato
gastrointestinal, pode haver manifestacdo de mucosite oral e intestinal, faringite,
esofagite, gastrite, colite, estomatite, diarreia, nauseas e vomitos (KOENIG; PATEL,
1970; PIRZADA; ALI; DAFER, 2000). Outros efeitos menos frequentes séo alopecia,
dermatite, cardiotoxicidade e neurotoxicidade (PIRZADA; ALI; DAFER, 2000,
AMSTUTZ et al., 2011).

Além da mucosite oral, outro efeito colateral bucal importante associado
ao uso do 5-FU, é a xerostomia associada ou ndo a hipofungéo salivar (MAZZEO et
al., 2013; MAZZEO et al., 2012; MAZZEO et al., 2009), que sera descrita adiante.



2.3 Glandulas salivares

2.3.1 Morfologia das glandulas salivares

As glandulas salivares constituem um grupo de glandulas exoécrinas
fundamentais ao equilibrio da saude bucal. Sdo responséaveis principalmente pela
producdo e excrecdo de saliva, além do importante papel na lubrificacdo bucal,
digestdo de alimentos, imunidade e manutencdo da homeostase (HOLSINGER,;
BUI, 2007). Anatomicamente sdo constituidas por trés pares de glandulas maiores
(pardtida, submandibular e sublingual) e numerosas glandulas menores distribuidas
na mucosa oral (glandulas labiais, glandulas da mucosa jugal, glandulas palatinas,
glandulas linguais), orofaringe, laringe, traqueia e nasofaringe (MADEIRA, 2010;
NANCI, 2013).

A glandula parétida € a maior em tamanho e se localiza entre 0 musculo
esternocleidomastoideo e a borda posterior do ramo da mandibula. Acima se limita
com a articulacdo témporo mandibular (ATM) e 0 meato acustico cartilaginoso, e
abaixo se estende até o nivel do angulo da mandibula. O ducto excretor
correspondente € o ducto parotideo, que se origina de diversos ramos e desemboca
na cavidade oral, proximo ao dente segundo molar superior, pela papila parotidea.
J4a, a glandula submandibular apresenta metade do tamanho da parétida, esta
localizada no triangulo submandibular, sua porcdo superficial esta em contato com a
fovea submandibular e a parte visivel com o tenddo intermédio do musculo
digastrico. Seu ducto excretor, o ducto submandibular, abre-se na carincula
sublingual, ao lado do freio da lingua. A menor das trés glandulas salivares maiores
€ a glandula sublingual, situa-se no assoalho da boca, descansa sobre o musculo
milo-hioideo e faz saliéncia ha mucosa (prega subligual). Apresenta uma duzia de
ductos sublinguais menores que se abrem na prega sublingual. E descrito um ducto
maior, o ducto sublingual maior, que se junta ao ducto submandibular ou se abre
préximo a este, na caruncula sublingual (MADEIRA, 2010) (Figura 4).

Figura 4 — Distribuicdo anatdmica das glandulas salivares maiores: glandula

sublingual, glandula submandibular e glandula parotida.
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Fonte: Adaptado de http://drfarias.com/index.php/garganta/glandulas-salivales. Acesso
em 31 de julho de 2016.

Em animais roedores (ratos e camundongos), as glandulas salivares se
localizam na regido anterior do pescoco e sdo rodeadas por tecido adiposo. A
glandula parétida se estende posteriormente ao orificio auricular e sua regiao
anterior € limitada pela glandula submandibular. As glandulas sublingual e
submandibular, estdo dispostas em conjunto e sdo mantidas envoltas por uma
fascia comum, dispostas entre linfonodos submandibulares e a traqueia. O tamanho
da glandula sublingual é reduzido, em relacdo a glandula submandibular e pode ser
confundida com linfonodos da regido (JONJIC, 2001).

Cada glandula salivar é formada por sistema de acinos (serosos e/ou
mucosos) e ductos, os quais apresentam ceélulas especificas e diferenciadas
(PEDERSEN et al., 2002). O acino, porcao inicial da glandula, é responsavel pela
producdo da secrecao salivar primaria que pode conter maior quantidade de
enzimas (&cinos serosos) e/ou maior quantidade de mucina (acinos mucosos), a
depender do tipo da glandula (Figura 4). Desta forma, as células acinares
determinam o tipo de secrecado produzida por cada glandula (NANCI, 2013).

O sistema de ductos das glandulas salivares € semelhante entre
humanos e roedores, sendo que o0s ductos excretores apresentam 0 mesmo nome.
Os ductos séo classificados em intercalar, estriado e excretor e atuam regulando a
secrecdo salivar através de reabsorcdo e eliminagdo de ions, e transportando a
saliva para a cavidade oral (JENSEN et al., 2003) (Figura 5). Segundo Edgar et al.


http://drfarias.com/index.php/garganta/glandulas-salivales

(1992), as células mioepiteliais presentes nos ductos e acinos séo as responsaveis
pelo transporte da saliva para a cavidade bucal pois apresentam propriedade

contréatil.

Figura 5 - Morfologia microscopica das glandulas salivares evidenciando acinos e
ductos. As glandulas salivares sdo compostas por acinos serosos, acinos/tubulos
mucosos e/ou acinos mistos, que sdo interligados, nesta ordem pelos ductos
estriados, intercalares e excretores, que permite o escoamento da saliva para a

cavidade bucal.
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Fonte: Adaptado de http://festudandomed.blogspot.com.br/2011/08/aula-de-histologia-glandulas-
salivares.html. Acesso em 31 de julho de 2016.

A glandula parétida em humanos e em animais roedores (ratos e
camundongos) € composta somente por acinos serosos (AMANO et al., 2012). A
Unica diferenca entre as espécies é que, em humanos, esta glandula contém
adipocitos intralobulares e nos roedores, ndo sao tédo evidentes (KATCHBURIAN;
ARANA, 2004; AMANO et al., 2012). A glandula submandibular em humanos é
tubuloacinosa mista, composta por acinos serosos € mucosos, sendo que 0S
serosos representam cerca de 75% a 80% (KATCHBURIAN; ARANA, 2004). J4&, os
roedores apresentam somente 0s 4cinos serosos e uma particularidade importante
desta espécie € a presenca de tubulos convolutos granulares (TCG), situados entre

os ductos intercalares e ductos estriados. Os TCG podem ser frequentemente
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confundidos com acinos ou tubulos mucosos. A glandula sublingual é tubuloacinosa
mista em ambas as espécies, contendo células acinares serosas e mucosas, sendo

estas ultimas em maior propor¢cdo (AMANO et al., 2012).

2.3.2 Fisiologia das glandulas salivares

Em geral, cerca de 90% da secrecédo salivar € proveniente das glandulas
salivares maiores, enquanto que o restante corresponde as glandulas salivares
menores. Durante o repouso, as glandulas submandibular e sublingual sé&o
responsaveis pela producdo de 65-75% do volume total de saliva, sendo as
parétidas responsaveis por 15-20% e as glandulas salivares menores por 5-8%.
Quando estimuladas, ocorre uma alteragéo na contribuicdo percentual de cada uma
das glandulas, sendo que a parétida pode passar a contribuir com 50% ou mais da
salivacdo (DAWES; ONG, 1973; HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001; JENSEN et al.,
2010a; JENSEN et al., 2010b).

Em roedores, cerca de 90% da saliva total estimulada pela pilocarpina
(10mg/kg de peso), € proveniente das trés glandulas salivares maiores e a
guantidade de saliva excretada pela glandula parétida € duas vezes maior que as
glandulas submandibular e sublingual (KONDO et al., 2015).

A formacdo da saliva envolve duas etapas: (1) as células acinares
produzem saliva isotbnica plasma-like, rica em NaCl, chamada de saliva primaria;
(2) a saliva rica em NaCl é modificada durante sua passagem pelos ductos estriados
e excretores, onde NacCl é reabsorvido, enquanto que K* é secretado. Neste estagio,
a saliva excretada para a cavidade oral € hipotbnica em relacédo ao plasma devido a
baixa permeabilidade das células ductais (CATALAN et al., 2009) (Figura 6).



Figura 6 — Modelo esquematico do processo de formacéo da saliva.
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Fonte: Adaptado de Catalan et al. (2009).
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Em condicbes normais, o fluxo salivar € um reflexo controlado e a
secrecdo aumenta em resposta a um estimulo (visdo, olfato, paladar, mastigacdo)
(PEDERSEN et al., 2002) e séo reguladas tanto pelo sistema nervoso autonémico
simpatico (SNAS) quanto pelo parassimpatico (SNAP). As fibras simpaticas pés-
ganglionares originam-se do ganglio cervical superior e seguem a artéria carétida
externa e seus ramos. As fibras parassimpéticas originam-se nos nudcleos
salivatérios superior e inferior. Do primeiro, elas saem pelo nervo intermédio do
facial e alcancam todas as glandulas salivares maiores, menos a paroétida. Do
nucleo salivatério inferior, elas saem pelo nervo glossofaringeo e dai vao a parétida
(MADEIRA, 2010).

A secrecédo salivar pode ser desencadeada pela contracdo das ceélulas
mioepiteliais através dos receptores muscarinicos (SNAP) e receptores ai-
adrenérgicos (SNAS), na qual gera aumento da pressao nos ductos, impulsionando
a saliva. Aléem deste mecanismo, a secrecdo salivar pode ser estimulada por uma
vasodilatacao local, desencadeada pela ligacdo do neurotransmissor parassimpatico
(acetilcolina) aos receptores muscarinicos M1 e M3, e do neurotransmissor
parassimpatico (noradrenalina) aos receptores a1 € p1 adrenérgicos. O SNAP das

glandulas salivares pode utilizar outros mecanismos de transmissdo como peptideo



intestinal vasoativo (VIP), peptideo relacionado com o gene da calcitonina,
substancia P, neuroquinina A, neuropéptido Y e dxido nitrico (ON) (EKSTROM et al.
2012). A estimulacdo do SNAS contribui com uma saliva rica em proteinas e pobre
em fluidos, e a estimulacdo do SNAP contribui igualmente com a secrecdo de
proteinas e fluidos (KATCHBURIAN; ARANA, 2004).

2.3.3 Saliva

A saliva € uma secrecao exdcrina, aquosa e transparente que recobre os
dentes e a mucosa, mantendo a cavidade oral sempre Umida. E composta de 99%
de 4gua e 1% de uma variedade de componentes, principalmente eletrdlitos,
imunoglobulinas, proteinas, enzimas, entre outros (Tabela 1) (NANCI, 2013).

Tabela 1 - Principais componentes da saliva.
Eletrélitos Na*, K*, CI, HCO?%*, Ca?, Mg?%,
HPO?24, tiocianeto (SCN’) e F-

Proteinas e peptideos secretados Amilase, proteinas ricas em prolina,

mucinas, histatina, cistatina,
peroxidase, lisozima, lactoferrina,

defensinas, catelicidina-LL37

Imunoglobulinas IgA de secrecéo, IgG e IgM

Componentes orgéanicos Moléculas de glucose, aminoécidos,
ureia, acido urico e lipideos

Outros componentes Fator de crescimento epidérmico,
insulina, proteinas de ligagdo ao

monofosfato de adenosina ciclico

(AMPc) e albumina sérica

Fonte: Adaptado de Nanci (2013).

A glandula parétida contribui com a producdo de uma saliva menos
aguosa, rica em enzimas, como amilase, proteinas ricas em prolina e glicoproteinas,
devido sua composicdo exclusiva por &acinos serosos. Ja, as glandulas
submandibulares e sublinguais, compostas por acinos MmucosoS € Serosos,

produzem uma saliva mais mucosa rica em mucinas (NANCI, 2013).



A saliva contribui enormemente com a manutencdo da saude bucal pois
apresenta funcbes de (1) protecdo: limpeza, lubrificacdo, isolamento
térmico/quimico, formacdo da pelicula salivar; (2) tamponamento: manutencdo do
pH, neutralizacdo de acidos; (3) integridade dos dentes: maturacdo e reparo do
esmalte; (4) atividade antimicrobiana: barreira fisica (pelas mucinas), defesa
imunologica e nao imunolégica; (5) reparo tecidual: cicatrizacdo de feridas,
regeneracao epitelial; (6) digestdo: formacéo do bolo alimentar, digestdo de amido e
triglicerideos e (7) paladar: solubilidade de moléculas e manutencao de corpusculos
gustativos (PENDERSEN et al., 2002; JENSEN et al., 2010a; NANCI, 2013).

A principal imunoglobulina da saliva, a IgA secretéria, possui importante
papel na imunidade local, atuando na aglutinacdo dos microorganismos e
neutralizando as toxinas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; NANCI, 2013). A IgA
secretdria esta presente nas secrecfes externas como saliva, lagrima e colostro,
revestindo todas as mucosas dos tratos respiratorios, gastroentérico e urinario. Sua
molécula é formada por 2 unidades de IgA, idénticas a IgA sérica, interligadas por
um peptideo designado como peca J e outro componente proteico, referido como
peca secretora (CALICH; VAZ, 2001).

Nas diferentes espécies animais, a IgA secretdria apresenta as mesmas
funcBes de protecdo, contudo variagbes em numero de genes, al6tipos e formas
moleculares tém sido observados. Os seres humanos apresentam duas subclasses
de genes, IgAl e IgA2, enquanto que o0s roedores apresentam apenas uma
variacdo. A distribuicdo no soro das diferentes formas moleculares de IgA também
varia de espécie para espécie, sendo que, em seres humanos, a IgA sérica é
principalmente monomérica, contudo, em outros animais, € principalmente dimérica
(WOOF; KEER, 2004).

Outro importante componente organico natural presente na saliva é a
lisozima, também conhecida como muramidase ou N-acetiimuramida
glicanhidrolase, secretada pelos ductos intercalados das glandulas salivares. Esta
enzima atua principalmente, na parede celular bacteriana, catalisando a quebra do
peptideoglicano da parede celular, atuando na ligacdo 1,4-beta entre os acidos N-
acetilmuramico (NAM) e N-acetil-D-glucosamina (NAG), levando a lise celular
(DOUGLAS, 1999; MASSCHALCK; MICHIELS, 2003; XUE, 2004; PARISIEN et al.,
2007; RUBIO, 2014). Ademais, a lisozima também apresenta papel da defesa contra
virus (LEE-HUANG et al., 2005), parasitas (LEON-SICAIROS et al., 2006) e fungos



(KNORR; SHETTY; KINSELLA, 2004), mesmo na auséncia da parede celular tipica

de peptideoglicano.

2.3.4 Xerostomia e hipofuncé&o salivar

A xerostomia é um termo utilizado para descrever 0 que 0s pacientes
referem como “boca seca” e nem sempre esta associada a reduc¢ao do fluxo salivar
(hipofuncdo salivar) ou mudancas na composicdo da saliva (NAVAZESH;
CHRISTENSEN; BRIGHTMAN, 1992; VON BULTZINGSLOWEN et al., 2007;
MITTAL et al., 2011; MOHAMMED, 2014; QUOCK, 2016). Em uma pessoa normal, a
xerostomia pode ser observada quando a taxa de salivacdo ndo estimulada esta
reduzida em 45-50% (GHEZZI; LANGE; SHIP, 2000; JENSEN et al., 2010b).

A prevaléncia da xerostomia na populacdo pode variar de 5,5% a 46%.
Estudos tém demonstrado grandes diferencas entre 0s sexos e a xerostomia € mais
comumente observada em pacientes com idades mais avancadas. Uma possivel
explicacdo decorre do frequente uso cronico de drogas xerogénicas o que pode
levar a reducdo do fluxo salivar ndo estimulado (THOMSON, 2005; HOPCRAFT;
TAN, 2010; VILLA; ABATI, 2011; LIU et al., 2012; VILLA; CONNELL; ABATI, 2014).

Os pacientes que apresentam reducdo da salivacédo, além da xerostomia,
podem ser observadas queixas como ardor ou dor oral, sensagcdo de perda ou
alteracdo do paladar, dificuldade de fala e baixa tolerancia a alimentos secos,
picantes e acidos (VALDEZ et al., 1993; LOESCHE et al., 1995). Clinicamente, a
cavidade oral pode apresentar areas eritematosas, atrofia das papilas filiformes da
lingua e lingua fissurada (GUGGENHEIMER; MOORE, 2003). Outros achados
importantes que podem observados sdo presenca de infec¢des fangicas, céries e
desconforto ao uso de proteses (SU et al., 2011; BIANCHI et al., 2016; PORTER et
al., 2004; ATKINSON; GRISIUS; MASSEY, 2005; JENSEN et al, 2010b;
MOHAMMED, 2014).

O diagnostico da hipofuncéo salivar e/ou xerostomia depende de uma
histéria clinica detalhada que pode ser realizado através questionarios especificos
propostos para identificacdo destas alteragcdes (VALDEZ et al., 1993; FOX et al.,
1985; VILLA, 2014). A mensuracdo da producdo salivar por minuto e exames de
imagem como sialografias e cintilografias, podem ser realizados como forma de
diagndstico complementares (NAVAZESH; CHRISTENSEN; BRIGHTMAN, 1992;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quock%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27189896

FOX, 1996).

Diversos fatores podem contribuir ou favorecer o desenvolvimento da
disfuncdo das glandulas salivares e/ou xerostomia como doengas autoimunes
(Sindrome de Sjogren) (NGO et al., 2016), idade (RAMSAY et al.,, 2015),
radioterapia em regido de cabeca e pescoco (BUGLIONE et al.,, 2016) e uso de
algumas medicacbes, como antidepressivos (JOHNSSON et al., 2016), diuréticos
(PRASANTHI; KANNAN; PATIL, 2014), anti-hipertensivos (GOMEZ-MORENO et al.,
2013), hipoglicemiantes (MOORE et al., 2001) e quimioterapicos (ZECHA et al.,
2016; BUGLIONE et al., 2016).

Alguns quimioterapicos apresentam capacidade de causar danos nas
glandulas salivares com prevaléncia de 49,9%, ndo somente através da inducdo da
hipossalivacdo mas também pelo efeito inibitério da capacidade protetora que a
saliva possui na cavidade bucal. Contudo, o mecanismo de ac¢ao pelo qual a droga
provoca estas alteracfes ndo esta elucidado e isto se deve a enorme diversidade de
protocolos antitumorais utilizados que dificultam a interpretacdo dos resultados
(JENSEN et al., 2010b).

Os principais quimioterdpicos comumente associados as alteracfes nas
glandulas salivares séo ciclofosfamida, epirrubicina, metrotexato, 5-FU e taxol,
dentre os quais, sdao empregados para o tratamento de uma variedade de
neoplasias malignas que acometem regides como mama, cabeca e pescoco e
medula 6ssea (HARRISON et al., 1998; JENSEN et al.,, 2008, JENSEN et al.,
2010b).

A hipossalivacéo e/ou xerostomia quimio-induzida pode se iniciar poucos
dias apoés o inicio do tratamento, e estudos mostram que a alteracéo do fluxo salivar
pode durar desde 1 semana a anos. Esta variacdo pode ser justificada devido
determinados pacientes apresentarem secrecdo salivar alterada antes do inicio da
terapia anti-neoplasica (WAHLIN, 1991; BERGMANN, 1991; MANSSON-
RAHEMTULLA et al., 1992; WICKHAM et al.,, 1999; AVSAR et al.,, 2007; EL-
HOUSSEINY et al.,, 2007; JENSEN et al., 2008; KAROLEWSKA et al.,, 2008;
MAZZEO et al., 2009; JENSEN et al., 2010a).

Além da alteracéo no fluxo salivar, estudos mostram que a quimioterapia
pode modificar a composicao salivar evidenciada pela modificacdo das quantidades
dos componentes presentes na saliva, como moléculas inorganicas (Na+ e K+)
(JENSEN et al., 2008; MAZZEO et al., 2009), proteinas (JANKOVIC et al., 1995;



JENSEN et al.,, 2008; CAMPOS et al., 2014) e enzimas (CAMPOS et al., 2014).
Ainda, a saliva pode conter concentracfes variadas da droga na sua composicao,
expondo o microambiente oral a toxicidade (HAYNASHI; WATANABE, 1990;
EPSTEIN et al., 2002; MAZZEO et al., 2009)

Na literatura, discute-se a correlacdo entre altas doses de alguns anti-
neoplasicos na saliva com a mucosite oral, onde se questiona 0 quanto a droga
pode estimular ou potencializar a inflamacado na mucosa. Quimioterapicos como 5-
FU, etoposide, melfalan, carboplatina e taxol podem ser detectados na saliva
(SLAVIK; WU; RILEY, 1993; SVOJANOVSKY et al., 1999) devido ao poder de
ligacdo da droga as proteinas, peso molecular e lipofilicidade das drogas
(BARRETT, 1987).

Bressolle et al. (1992) relataram que as altas doses de doxorrubicina
detectadas na saliva coincide com o aparecimento de lesdes ulceradas na mucosa,
promovendo efeito deletério aos tecidos. Contudo, outros estudos com 5-FU e
carboplatina sugerem essa relacdo, mas ndo ha evidéncias por ndo avaliarem o
grau de mucosite oral dos pacientes no estudo (MILANO et al.,, 1989; VAN
WARMERDAM et al., 1995).

Ademais, estudos sugerem que a qualidade da saliva pode ter relacéo
com o aparecimento da mucosite oral devido a presenca insuficiente de fatores
antimicrobianos (lactoferrina, lisozima, lactoperoxidase e defensinas) decorrente do
uso de drogas e reducao dos protetores de mucosa na saliva (glicoproteinas, IgA,
fator de crescimento epidérmico) (JANKOVIC et al., 1995; EPSTEIN et al., 2002).
Outros estudos avaliaram antisialogogos administrados em associacdo com
etoposide e verificaram redug¢do da incidéncia da mucosite oral, concluindo que
diminuicdo da saliva resultou em menor incidéncia da mucosite oral (BROWN et al.,
1990; AHMED et al., 1993; OBLON et al., 1997).

A abordagem para o tratamento dos pacientes com hipossalivacdo e/ou
xerostomia é apenas paliativa, apresenta apenas o intuito de buscar alivio dos
sintomas e prevenir demais complicagcbes orais (GUGGENHEIMER; MOORE,
2003). Ha disponivel uma variedade de formulagbes que podem funcionar como
substitutos da saliva, como as salivas artificiais e outros, com objetivo de promover
secrecdo salivar como bochechos, aerossois, gomas de mascar e dentifricios
(RHODUS et al., 2000). O uso de agentes colinérgicos sistémicos, também podem

ser empregados, contudo podem provocar uma série de efeitos colaterais



desagradaveis que podem limitar a eficacia destes medicamentos (JOHNSON et al.,
1993). Atualmente, os medicamentos sistémicos aprovados pela FDA (U. S. Food
and Drug Administration, 2016) para o tratamento da “boca seca” sao a pilocarpina e
cevimeline, e para a eficicia do tratamento, € necessario que haja tecido glandular
funcional (VILLA; CONNELL; ABATI, 2014).

Os pacientes que sdo portadores de neoplasias malignas quase sempre
estdo sujeitos & manifestacbes bucais decorrentes direta ou indiretamente das
drogas antineoplésicas, que dificultam diversas fun¢bBes relacionadas a fala,
mastigacdo, percepcao gustativa, formacdo do bolo alimentar e degluticdo. Além
disso, a quebra da homeostase oral apresenta influéncia significativa, durante e
apos o tratamento da doenca, afetando a qualidade de vida global dos pacientes. A
literatura mostra que a quimioterapia apresenta potencial significativo em causar
distirbios na funcdo glandular, contudo existe uma enorme variacao individual,
diferentes abordagens terapéuticas e protocolos, além disso grande parte dos
estudos apresentam nuamero reduzido de pacientes. Por este motivo, mais estudos
sdo necessarios com intuito de elucidar a fisiopatologia dos quimioterapicos nas
glandulas salivares o que pode contribuir com um manejo mais apropriado da

xerostomia e da mucosite oral.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar as alteracdes morfofuncionais induzidas pelo 5-Fluorouracil (5-FU)
nas glandulas salivares maiores (glandulas par6tida, submandibular e sublingual) e

composicao da saliva no modelo de mucosite oral experimental.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar as alteracfes na taxa de salivacdo induzida pela pilocarpina no
modelo experimental de mucosite oral induzida pelo 5-FU;

- Analisar as alteracdes na composicao salivar, induzida pela pilocarpina
através das dosagens de IgA e lisozima, além das atividades de superéxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT) no modelo experimental de mucosite oral
induzida pelo 5-FU;

- Verificar as alteracfes histopatologicas nos tecidos das glandulas
salivares maiores, através das coloragbes em hematoxilina e eosina (HE) e
tricomico de Mallory para analise da vascularizagcdo no modelo experimental de
mucosite oral induzida pelo 5-FU;

- Avaliar as potenciais alteracdes inflamatorias nos tecidos de glandulas
salivares através da quantificacdo de células inflamatérias (neutréfilos, macréfagos
e linfocitos) pela coloracdo em HE, quantificacdo de mastocitos pela coloracdo em
azul de toluidina, quantificagdo dos niveis de citocinas pro-inflamatérias como IL-13
e TNF-a no modelo experimental de mucosite oral induzida pelo 5-FU;

- Avaliar producdo de estresse oxidativo nos tecidos de glandulas
salivares maiores através das dosagens de nitrito/nitrato, malonaldeido (MDA),
grupos sulfilidricos ndo proteicos (NPSH), SOD e CAT no modelo experimental de
mucosite oral induzida pelo 5-FU;

- Determinar a expressao da enzima oxido nitrico sintase induzida (NOSI)
no tecido das glandulas sublingual e submandibulares;

- Quantificar morte e proliferacdo celular através dos marcadores TUNEL
e ki-67; respectivamente, nos tecidos das glandulas parétida e submandibulares



submetidos ao modelo experimental de mucosite oral induzida pelo 5-FU.



4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Locais do Estudo

O estudo foi realizado no Nucleo de Estudos em Microscopia e
Processamento de Imagem (NEMPI) e no Laboratério de Farmacologia da
Inflamacdo e do Céancer (LAFICA), da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceara (UFC).

4.2 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo do tipo experimental, com avaliagbes quantitativa

e qualitativa dos dados amostrais.

4.3 Principais farmacos utilizados no estudo

4.3.1 5-Fluorouracil (5-FU)

Ampola de 10 mililitros (25 mg/ml), fabricado pela Roche, Rio de Janeiro,

Brasil. A manipulagéo foi feita em capela com exaustor e com a utilizagdo dos

equipamentos de protecao individual (6culos, luvas, gorro, mascara, avental).

4.3.2 Cloridrato de Pilocarpina

Frasco de 5 gramas, fabricado pela Sigma, Saint Louis, EUA.

4.3.3 Cloridrato de xilazina

Frasco de 100 mililitros a 2%, fabricado pela Konig laboratories S.A, Séo

Paulo, Brasil.



4.3.4 Cloridrato de cetamina

Frasco de 100 mililitros a 10%, fabricado pela Syntec do Brasil Ltda, Sao
Paulo, Brasil.

4.4 Animais

Os procedimentos aplicados para manejo e cuidado com 0s animais
foram executados de acordo com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animal
(Washington DC, EUA) e foram aprovados pela Comisséo de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) da UFC, processo n° 43/2012 (Anexo A). Os animais foram mantidos
sob condi¢Bes de temperatura adequadas e receberam agua e comida ad libitum,
sendo a alimentacdo a base de sementes e cereais, como aveia, milho, semente de
girassol e abobora.

Para este estudo, foram utilizados hamsters Golden Syrian (Mesocricetus
auratus) machos, com massa corporea entre 140 e 160 gramas, provenientes do
Biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC, onde foram
alojados em caixas de plastico com, no maximo, seis animais em cada uma delas.

Os hamsters foram escolhidos para este protocolo por apresentarem
mucosas jugais com grande extensao, de facil observacao e, também, devido a boa
tolerancia as dosagens de 5-FU, apresentando baixos indices de mortalidade
(SONIS et al., 1990).

4.5 Protocolos experimentais

4.5.1 Modelo de mucosite oral induzida pelo 5-FU

O modelo de mucosite oral experimental utilizado neste estudo foi
primeiramente preconizado por Sonis et al. (1990) e posteriormente modificado no
Laboratorio de Farmacologia da Inflamacgéo e do Cancer (LAFICA) do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC (LIMA et al., 2005;
LEITAO et al., 2007).

Neste estudo, os animais do grupo experimental receberam doses de 5-



FU, administradas por via intraperitoneal (ip), sendo que no 1° dia do experimento,
0s animais receberam a dose de 60 mg/kg e no 2° dia, 40 mg/kg. Para o grupo
controle (Salina), os animais receberam solucéo salina a 0,9% (1ml/100 gramas de
peso corplreo) via ip nos 1° e 2° dias do experimento. No 4° dia, foram feitas
escoriagcdes na mucosa jugal direita dos animais, com auxilio de agulha, conferindo
um trauma mecanico (TM). Para a realizacdo do TM, os animais foram previamente
anestesiados com cloridrato de xilazina a 2% (10mg/kg de peso corporeo do animal)
e cloridrato de cetamina a 10% (200mg/kg de peso corpéreo do animal). Apos o
efeito anestésico, o tecido da mucosa jugal foi exteriorizado da cavidade oral, sendo
disposto e mantido sobre uma superficie plana com auxilio de agulhas. Para a
simulacdo da mucosite oral, foram realizadas 3 ranhuras no sentido horizontal,
atingindo toda a &rea da mucosa e 2 ranhuras no sentido vertical, nas extremidades

da mucosa, em ambas as faces da mucosa jugal (Figura 7).

Figura 7 - Desenho esquematico do protocolo experimental de mucosite oral. Os
hamsters receberam doses de 60 e 40 mg/kg de 5-fluorouracil (ip) no 1° e 2° dias.
No 4° dia foram feitas escoria¢cdes nas duas faces da mucosa jugal direita, como
fator potencializador da mucosite. Parte dos animais foram sacrificados no 4° dia e
outra parte no 10° dia.

4° dia 10° dia
P
<
FN / X
Trauma mecanico Coleta das glandulas e
eutanasia

: : 4° dia
5-FU: 60 mg;“kg (ip) 5-FU:40 mg;“kg (ip) ;,.

Y

Coleta das glandulas e
eutanasia

Fonte: Adaptado de Leitdo et al. (2007).

De acordo com os estudos previamente realizados no laboratério

LAFICA, o 4° dia foi escolhido para a realizagdo do trauma mecanico devido ao



inicio da leucopenia e perda de peso dos animais nos 4° e 5° dias apos a
aministracdo do 5-FU. E o 10° dia foi escolhido para o sacrificio dos animais do
grupo experimental (5-FU-10 dias) devido a maior intensidade do processo

inflamatorio na mucosa jugal (LIMA et al., 2005).

4.5.2 Grupos experimentais

Para este estudo foram realizados um total de 5 experimentos, e em cada
experimento, o nimero de animais utilizados variou de 23 a 30, totalizando 134
animais. Em cada experimento, os animais foram distribuidos entre 4 grupos, sendo
gue 0s grupos experimentais correspondem aos grupos 5-FU-4 dias e 5-FU-10 dias
e 0s grupos controle correspondem aos grupos salina e trauma mecanico. Em cada
grupo, o numero de animais variou entre 5 a 8, aleatoriamente, como mostrado a
seqguir:

1. Grupo salina: animais que nao foram submetidos ao trauma mecanico

e nem a administracdo do 5-FU. Nesse grupo, os animais receberam injecdes ip de
solucdo salina no 1° e 2° dias, substituindo a administracdo do 5-FU, e foram
sacrificados no 4° dia do modelo experimental (Figura 5);

2. Grupo 5-FU-4 dias: animais submetidos apenas a administracdo do 5-

FU, sem a realizacdo das escoriacdes na mucosa jugal. Nesse grupo os animais
receberam administracéo ip do 5-FU nos 1° e 2° dias, e sacrificados no dia 4° dia do
modelo experimental (Figura 5);

3. Grupo 5-FU-10 dias: animais submetidos ao trauma mecanico e a

administracdo do 5-FU. Nesse grupo, os animais foram submetidos a administracao
ip do 5-FU no 1° e 2° dias. No 4° dia, receberam escoriagcdes na mucosa jugal e
foram sacrificados no dia 10° dia do modelo experimental (Figura 5).

4. Grupo trauma mecanico: animais submetidos apenas ao trauma

mecanico. Nesse grupo, os animais foram submetidos as escoriagbes na mucosa
jugal no 4° dia e injecOes ip de solucdo salina no 1° e 2° dias, substituindo a
administracado do 5-FU, e foram sacrificados no 10° dia do modelo experimental
(Figura 8);

Figura 8 - Distribuicdo dos grupos estudados no modelo de mucosite oral induzida
pelo 5-FU. Os grupos Salina e TM receberam solucao salina ip nos 1° e 2° dias, e



foram sacrificados nos 4° e 10° dias, respectivamente. Os grupos 5-FU (4 dias) e 5-

FU (10 dias), receberam doses ip de 5-FU nos 1° e 2° dias, e foram sacrificados nos

4° e 10° dias, respectivamente. TM = trauma mecanico; Sol. Sal = solugdo salina.
Dias

10

4
| i o oo s | o v e e

Salina | Sol.Sal. 0,9% ::_ Sol. Sal. 0,9% l
___________ [ P ——— |

] 1
™ | _Sol. Sal. 0,9% H

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5.3 Escores macroscopicos das mucosas jugais

Com o objetivo de verificar a eficacia da inducdo do modelo experimental,
foi realizada analise macroscépica das mucosas jugais dos animais que foram
submetidos ao TM. Os scores foram baseados na escala proposta pela Organizacao
Mundial da Saude (World Health Organization, 1979), padronizada para humanos
por Sonis et al. (1999) e modificada para utilizacdo em animais de acordo com
Medeiros et al. (2011). Para a analise macroscopica foram avaliadas presenca e
intensidade de eritema, hiperemia, hemorragia, Ulceras e abscessos, classificados
de acordo com 0s seguintes escores:

Grau 0: bolsa completamente saudavel.

Grau 1: eritema e vasodilatacdo discretos a severo, sem evidéncia de

erosao.

Grau 2: eritema e vasodilatacdo severos com erosdo superficial da

mucosa.

Grau 3: eritema e vasodilatacdo severos, Ulceras afetando até 25% da

area de superficie da mucosa.

Grau 4: eritema e vasodilatacdo, Ulceras afetando 50% da éarea de

superficie da mucosa, com perda da flexibilidade.



Grau 5: completa ulceracdo da mucosa com perda total da flexibilidade.

4.5.4 Taxa de salivagao estimulada e coleta da saliva

A taxa de salivacdo foi analisada na saliva estimulada nos dias
programados para o sacrificio dos animais (4° e 10° dias), a saliva foi coletada e
armazenada para demais analises que serdo descritas adiante. Para isto, 0s
animais foram anestesiados por via ip com xilazina a 2% (10mg/kg de peso
corpoéreo do animal) e cloridrato de cetamina a 10% (200mg/kg de peso corpéreo do
animal). ApGs a anestesia, foi administrada pilocarpina (Sigma, 10 mg/kg de peso
corpéreo) em dose Unica por via ip (KONDO et al., 2015). Os animais foram
posicionados paralelamente, a 10 cm de altura da mesa de trabalho, sobre um
apoio, e a abertura da cavidade oral foi posicionada sobre um funil de vidro. Desta
forma a secrecao salivar estimulada foi escoada através da forca da gravidade por
um periodo de 15 minutos, diretamente em criotubos previamente pesados (Figura
9). A producéo salivar resulta da diferenca entre as duas pesagens e o fluxo salivar
foi expresso em ml/minuto, considerando a densidade da saliva de 1g/ml. Este
procedimento foi baseado e adaptado de Navazesh e Kumar (2008) para mensurar
a saliva em animais.

A saliva coletada foi centrifugada em 3000 rotagdes por minuto (rpm) por
15 minutos, o sobrenadante foi coletado, distribuidos em aliquotas de 30 ul e

armazenadas em freezer a -80°C.

Figura 9 - Coleta da saliva estimulada pela pilocarpina. Apés estimulo da salivacao
com administracdo ip de pilocarpina (10mg/kg de massa corpdrea), 0s animais
permaneceram por 15 minutos posicionados de forma que a saliva fosse coletada
através da for¢ca da gravidade. Microtubos previamente pesados, foram utilizados
para coleta e armazenamento da saliva, e a taxa de salivagdo foi expressa por

ml/minuto.



Fonte: Elaborado pelo autor.

455 Coleta das glandulas salivares maiores

Apés a andlise dos escores da mucosa jugal, as glandulas salivares
maiores (sublingual, submandibular e parétida) do lado direito (lado em que o TM foi
induzido) foram excisadas baseadas na técnica proposta por Jonjic (2001) e as
glandulas foram divididas em dois fragmentos iguais. Uma parte do fragmento de
cada glandula foi fixada em solucdo tamponada de formaldeido a 10% por 24 horas
e transferida ao alcool 70% para realizacdo das técnicas de coloracdo (Hematoxilina
e eosina, Alcian Blue, Tricromico de Mallory), imunohistoquimica e TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling). A outra metade foi
devidamente transportada em gelo e armazenada em freezer a -80°C para posterior
realizagdo de dosagens moleculares. As glandulas sublingual e submandibular
foram congeladas no mesmo criotubo pois estas se localizam anatomicamente uma

sobre a outra.

4.6 Parametros analisados na saliva

4.6.1 Dosagem de IgA por ELISA

Para a determinacdo da IgA, foi utilizado o método imunoenzimatico
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) que consiste na adicdo de um
anticorpo primario, que ird se ligar ao seu antigeno especifico na saliva. Em
seguida, adiciona-se um anticorpo secundario que contém uma enzima que sera
responsavel por permitir a visualizacdo da reacdo com a adicdo de um cromoégeno.

As amostras de saliva armazenadas a -80°C foram utilizadas para este



ensaio e a quantificacdo dos niveis de IgA foi determinada pelo kit de deteccédo de
IgA (Genway, #GWB-1B12B0). Foi realizada curva padrédo em 6 pocos de 100 pl
com concentragdes crescentes e 100 yl de amostra foram pipetados para 0S pogos
pré designados. A placa foi incubada a temperatura ambiente durante 60 minutos, e
depois o conteudo dos pocos foram aspirados. Posteriormente, a placa foi lavada
por 3 vezes e em seguida, 100 yL de conjugado de enzima-anticorpo foi pipetado
nos pocos. Apos 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a placa foi
lavada e 100 pl de solucéo de substrato TMB foi pipetada em cada po¢o. Em
seguida, incubou-se a placa a temperatura ambiente em local escuro durante 10
minutos e 100 ul de solucédo de parada foi adicionada em cada po¢o. Em seguida,
determinou-se a absorbancia em 450 nm. Para este ensaio foram utilizados, no

minimo, 4 animais por grupo e os resultados foram apresentados em ng/ml.

4.6.2 Dosagem de Lisozima

Amostras de saliva armazenadas a -80°C foram utilizadas e a atividade
da lisozima foi determinada pelo kit de deteccdo de Lisozima (Sigma-Aldrich,
#LY0100). A atividade da lisozima é obtida através da lise celular do Micrococcus
lysodeikticus durante a incubacdo da amostra de lisozima e substrato. A reacao é
seguida através da monitorizacdo da queda de leitura da absorbancia a 450 nm.
Para este ensaio, foram utilizados, no minimo, 4 animais por grupo e os resultados

foram apresentados como unidades de lisozima.

4.6.3 Dosagem de superdxido dismutase (SOD)

As amostras de saliva armazenadas a -80°C foram utilizadas para este
ensaio de acordo com Sun et al. (1988). A atividade da enzima foi avaliada através
da mensuracdo da sua capacidade de inibir a reducao fotoquimica de tetrazolio
nitro-azul (NBT). Neste ensaio, a reducéo fotoquimica de riboflavina gera O2 que
reduz o NBT para produzir o sal de formazano, que absorve a um comprimento de
onda de 560 nm. Na presenca de SOD, a reducéo do NBT é inibida pois a enzima
converte o peroxido do radical superdxido. Os resultados sdo expressos como a
guantidade de SOD necessaria para inibir a taxa de reducdo do NBT em 50%,
expresso em unidades de enzima por grama de proteina. Os tubos contendo a



solucédo resultante foram expostos a lampadas fluorescentes (15W) durante 15
minutos e em seguida, lidas utilizando um espectrofotdbmetro a 560 nm. Para este
ensaio, foram utilizados no minimo 5 animais por grupo e os resultados foram
expressos como unidades de SOD/ug de proteina ou pl em tecidos e saliva,

respectivamente.
4.6.4 Dosagem da catalase (CAT)

Amostras de saliva armazenadas a -80°C foram utilizadas para este
ensaio. A atividade da catalase tem como principio a medida da velocidade de
producdo de O2 e H20 a propor¢cdo que a H202, utilizado como substrato é
hidrolisado, de acordo com Chance e Maehly (1955). A atividade da enzima €
medida em 230 nm, através de um espectrofotdmetro. A atividade enzimatica é
medida através da leitura da variacdo da absorbancia por minuto, durante 6
minutos. Para este ensaio foram utilizados no minimo, 6 animais por grupo e 0s

resultados foram expressos em pM/min/pg de proteina.
4.7 Parametros analisados nos tecidos de glandulas salivares maiores

4.7.1 Andlise microscépica das glandulas par6tida, submandibular e

sublingual

Para avaliacdo histopatolégica, os tecidos fixados foram processados,
desidratados em banhos crescentes de &lcool (70%, 95% e absoluto) e de xilol e
incluidos em parafina. Foram confeccionados cortes de 4 uym de espessura, em
seguida, desparafinizados, hidratados e corados com hematoxilina de Mayer
durante 15 a 20 minutos. Posteriormente, os cortes foram lavados em agua corrente
e a coloracdo foi controlada ao microscopio Optico até alcancar a intensidade
desejada. Em seguida, os tecidos foram corados com eosina por 2 minutos, lavados
em agua corrente, desidratados e montados.

Os parametros como edema periductal e vacuolizacdo foram graduados
de 0 a 2, de modo cego, considerando a intensidade (auséncia, moderada ou
acentuada) da vacuolizagdo ou do edema de acordo com o0 numero de é&reas

afetadas em uma mesma lamina, através do microscoépio optico Leica DM 2000 com



as lentes objetivas de 200x e 400x de magnitude. As células inflamatorias
(neutrdfilos,  linfocitos, plasmocitos e  macrofagos) foram — analisadas
guantitativamente em 10 campos de magnitude 1000x e em 10 animais por grupo,

Nno mesmo microscoépio.

4.7.2 Analise histoquimica pela coloracdo de Azul de toluidina nas glandulas

parotida, submandibular e sublingual

A coloracdo de azul de toluidina evidencia marcacdo de mastocitos
através da cor violeta, enquanto que as demais areas apresentam coloracéo
azulada. Os tecidos fixados foram processados, desidratados em banhos
crescentes de &lcool (70%, 95% e absoluto) e de xilol e incluidos em parafina.
Cortes com 4 um de espessura foram desparafinizados e hidratados. Apés lavagem
em agua destilada, as laminas foram coradas em azul de toluidina por 5 minutos,
lavadas em &agua destilada e observadas em microscopico 6ptico até atingir a
coloracdo adequada. Em seguida, foram lavadas 3 vezes em &gua corrente,
colocadas na estufa a 60°C por 1 hora. Depois, as laminas foram desidratadas e
montadas.

Para analise quantitativa, foram selecionados 10 campos considerados
guentes por apresentarem maior quantidade de mastécitos e analisados 5 animais

por grupo no microscopio éptico Leica DM 2000 na objetiva de 1000x.

4.7.3 Anédlise histoquimica pela coloracdo de tricrbmico de Mallory nas
glandulas parétida, submandibular e sublingual

A coloragdo tricromico de Mallory evidencia marcacdo de vasos
sanguineos através da cor laranja ou amarela. Os tecidos fixados foram
processados, desidratados em banhos crescentes de alcool (70%, 95% e absoluto)
e de xilol e incluidos em parafina. Cortes com 4 pm de espessura foram
desparafinizados e hidratados. Em seguida, corados com a solugéo A (0,5 g de
fucsina acida e 100 ml de agua destilada) por 2 minutos e solucéo B (0,5 g de azul
de anilina, 2,0 g de orange G e 1,0 g de acido fosfotungstico) de 5 a 10 minutos.
Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua corrente até tirar o excesso do

corante. Os cortes foram passados em alcool 80% por alguns segundos,



desidratados e montados.

Para esta coloracédo, foram selecionadas, no minimo, 4 animais de cada
grupo. A andlise foi realizada de forma quantitativa, onde foi avaliada a area dos
vasos e capilares sanguineos. Para esta andlise, foram selecionados 4 |6bulos em
cada glandula salivar (parotida, submandibular e sublingual) onde apresentaram
maior quantidade de vasos (areas quentes). Em cada I6bulo analisou-se 4 campos
na objetiva de 400x e os resultados foram expressos através da média. A contagem
e a delimitacdo da area foi realizada através do programa LAS V3.7.0 acoplado ao

microscopio optico Leica DM 2000.

4.7.4 Imunohistoquimica para ki-67 nas glandulas submandibular e parétida

O marcador ki-67 mostra positividade nuclear para as células em
proliferacdo. As reacBes imunohistoquimicas foram padronizadas para o anticorpo
ki-67 com objetivo de estabelecer a diluicdo e método de recuperacdo antigénica
adequados.

Os tecidos fixados foram processados, em banhos crescentes de alcool
(70%, 95% e absoluto) e de xilol e incluidos em parafina. Cortes de 3 uym de
espessura do material incluido em parafina foram deixadas por 24 horas em estufa
a 60°C. Os cortes foram desparafinizados, hidratados e mergulhados em PBS
(solucao tampéao fosfato-salino).

Para a recuperacdo antigénica, as laminas foram imersas em tampao
citrato (EnVision "™ FLEX Target Retrieval Solution, Low pH; pH=6.1; Dako Denmark
A/S) ou tris/EDTA (EnVision ™M FLEX Target Retrieval Solution, High pH; pH=9; Dako
Denmark A/S) sob aquecimento em banho maria a 90°C, de 20 a 40 minutos). O pH
utilizado para cada anticorpo estad descrito na tabela 1. Em seguida, as laminas
foram retiradas do banho-maria, esfriadas em temperatura ambiente por 20 minutos
e lavadas em agua destilada e PBS.

O blogueio da peroxidase enddgena foi realizada com o peréxido de
hidrogénio contendo tampado fosfato (EnVision™ FLEX Peroxidase-Blocking
Reagent; Dako Denmark A/S), diretamente sobre os cortes por 20 minutos e depois
foram lavadas em PBS. As laminas foram incubadas com o anticorpo primario
diluido em solucao tris tamponada (EnVision™ FLEX antibody diluent; Dako

Denmark A/S) na concentracdo de 1:200 por 60 minutos. Em seguida, as laminas



foram lavadas em PBS e incubadas, por 30 minutos, com o polimero (EnVision™
FLEX/HRP; Dako Denmark A/S) e em seguida lavados em PBS.

A revelacao das laminas foi realizada com solugéo 3,3’ diaminobenzidina
tetrahidroclorido (DAB) (EnVision™ FLEX DAB+ Chromogen; Dako Denmark A/S) e
monitoradas em microscopio optico. Em seguida, as laminas foram lavadas em
agua corrente e destilada. A contra coloracao foi realizada com Hematoxilina de
Mayer por 8 minutos e lavadas em agua corrente e destilada. Em seguida procedeu-
se a imersao das laminas em &gua amoniacal (solucdo de hidroxido de amonio
0,5%) e lavadas, em seguida, em agua corrente e destilada.

Por fim, realizou-se a desidratacdo das amostras e montagem das
laminas. Controles negativos foram processados simultaneamente como descrito
acima, sendo que o anticorpo primario foi substituido pela solucao diluente do
anticorpo (EnVision™ FLEX antibody diluent; Dako Denmark A/S). A montagem das
laminas foi realizada em Entellan new (Merk KGaA, Alemanha).

A andlise do ki-67 foi realizada de forma quantitativa em 2 animais por
grupo e foram selecionados 10 campos em cada grupo experimental.

4.7.5 Método TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick end-labeling) nas glandulas
submandibular e parétida

O método TUNEL mostra positividade nuclear para as células em morte
celular. Foram realizados cortes com 4um de espessura e montagem em laminas
cobertas de L-polilisina, apropriadas para a realizagcdo de imunohistoquimica.
Utilizou-se para a deteccdo de células TUNEL positivas, como indicativo de morte
celular, o kit ApopTagR S 7100 (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha). Os cortes
histoloégicos foram desparafinizados com xilol e reidratados com concentracdes
decrescentes de alcool (absoluto, 95% e 70%). Em seguida, lavados PBS e
incubados em temperatura ambiente com proteinase K por 15 minutos, a fim de
promover a recuperacdo antigénica. Depois de lavado com agua destilada, o
material foi tratado com peroxido de hidrogénio 3% (v/v) em PBS durante 15
minutos, para bloquear a peroxidase endégena. Seguiu-se nova lavagem com PBS
e incubacédo com o tampéo de equilibrio por 10 segundos e, imediatamente depois,
com a enzima TDT (terminal desoxinucleotidil transferase) associada aos

nucleotidios marcados com digoxigenina (reaction buffer), os quais se ligam as



hidroxilas livres do DNA fragmentado das células apoptoticas. O controle negativo
nao recebeu a enzima. Apos incubacdo em estufa a 37°C por 1 hora, a reacao foi
bloqueada pela solucéo stop e as laminas lavadas em PBS. Seguiu-se a adi¢cao do
conjugado antidigoxigenina e nova incubacdo a temperatura ambiente por 30
minutos. Apés nova lavagem com PBS, seguiu-se a coloracdo com o cromdgeno
DAB, seguida por contra coloragdo com methyl green. Por fim, foi feita nova
lavagem com agua destilada, imersdao em N-butanol a 100% e xilol e, em seguida,
montagem das laminas.

A analise do TUNEL foi realizada de forma quantitativa em 4 animais por

grupo onde foram selecionados 10 campos em cada grupo experimental.

4.7.6 Dosagem de nitrito/nitrato nas glandulas par6tida, submandibular e

sublingual

A dosagem de nitrito foi obtida como um indicador da producéo de 6xido
nitrico, através da determinacdo do conteudo total de nitrito/nitrato (NO2/NOs) nas
glandulas salivares. Esta dosagem foi mensurada pelo método colorimétrico de
Griess (ZI; CHEN; LI, 2000).

As amostras de glandulas salivares armazenadas em freezer a -80°C
foram homogeneizadas na proporcao de 50mg de tecido em 500 uM de solucéo
gelada de cloreto de potéassio (KCI) a 1,15% (homogenato a 10%). O homogenato
foi centrifugado por 15 minutos a 14.000 rpm. O nivel total de NO2/NOs foi
determinado com NOs™ das amostras (0,04mL) convertido em NOz pela incubacéo
em uma solucéo de 0,04 mL de nitrato redutase, NADPH, KH2PO4 e agua destilada
“overnight”. Foram utilizadas placas de 96 pogos, adicionando 80 pl da amostra
experimental em cada poco, em duplicata. Uma série de diluicdes da curva-padrao
de referéncia de NO2 (640 uM, 320 uM, 160 uM, 80 uM, 40 uM, 20 pM, 10 uM, 5
MM, 2,5, 1,25 uM e 0,65 uM) foi preparada. Em seguida, foram adicionados 80 pL de
solucdo Griess composta por 2% de sulfanilamida, acido fosférico 5%, a-haphytil-
etileno diamina (NEED) e &gua destilada em cada poco. A coloracao
purpura/magenta foi medida em leitor de placas com filtro de 540 nm. Os valores
obtidos para as amostras experimentais foram comparados com os obtidos para
curva padrdo. Para este ensaio foram utilizados, no minimo, 4 animais por grupo e

os resultados foram expressos em NO2/NOz™ (UM).



4.7.7 Dosagem de grupos sulfilidricos néo-proteicos (NP-SH) nas glandulas

parotida, submandibular e sublingual

A dosagem dos grupos sulfidrilicos ndo proteicos foi representado,
principalmente pela dosagem de GSH. O ensaio foi realizado de acordo com o
protocolo previamente descrito por Sedlak e Lindsay (1968).

As amostras de glandulas salivares armazenadas em freezer a -80°C
foram trituradas em homogeneizador Politron Ultra-Turrax em 1 mL de EDTA 0,02M
para cada 100 mg de tecido, sob condicBes adequadas de refrigeracdo. Aliquotas
de 400 yL do homogenato foram adicionadas a 320 ul de agua destilada e 80 ul de
acido tricloracético 50% (TCA) para a precipitacdo de proteinas. Os tubos foram
centrifugados (3000rpm/15minutos/4o0C) e aliquotas de 400 ul do sobrenadante
foram adicionadas a 800 ul de tamp&o Tris 0,4 M, pH 8,9 e 20 pl de DTNB (reagente
de Ellman) e agitados por 3 minutos no agitador de tubos, imediatamente antes da
leitura no espectofotdmetro, com absorbéncia de 412 nm. Para cada grupo foram
utilizados, no minimo, 5 animais por grupo e a quantidade de grupos sulfidrilicos nédo
proteicos nas glandulas salivares foi descrita como ug/mg de tecido. A leitura das
amostras foi realizada através do espectrofotdbmetro de microplacas Epoch (Biotek

Instruments Incorporation).

4.7.8 Dosagem de malonaldeido (MDA) nas glandulas parétida, submandibular

e sublingual

MDA é um produto citotoxico decorrente da peroxidacdo lipidica da
camada lipoproteica das células (RAHAL et al.,, 2014). As amostras de glandulas
salivares armazenadas em freezer a -80°C foram homogeneizadas em solucao
cloreto de potassio (KCI) 1,15% (0,15M) e um homogenato a 10% foi realizado. Em
um tubo de ensaio foram acrescentados 250ul do homogenato, 1,5 mL de &cido
fosforico 1% e 0,5 ml de acido tiobarbiturico (0,6%) (TBA). Em seguida, a mistura foi
aquecida em banho-maria a 100°C por 45 minutos e depois resfriada em banho de
gelo. Foi adicionado 2 ml de n-butanol, agitado por 40 segundos e centrifugado a
1200 rpm por 10 minutos. As amostras foram pipetadas em placa de 96 pocos para
a leitura. Foram realizadas leituras a 520 nm e 535 nm e o resultado do MDA foi



dado pela subtracdo da primeira leitura pela segunda. Para este ensaio foram
utilizados, no minimo, 5 animais por grupo, a absorbancia obtida foi plotada em
curva padrao de MDA e os valores expressos como nmol de MDA/grama de tecido.
A leitura das amostras foi realizada através do espectrofotdmetro de microplacas
Epoch (Biotek Instruments Incorporation).

4.7.9 Dosagem de superdxido dismutase (SOD) nas glandulas pardétida,

submandibular e sublingual

Para a determinacdo da atividade de SOD no tecido das glandulas
salivares foi utilizada a mesma técnica realizada na saliva, como foi descrita no item
4.6.3.

4.7.10 Dosagem da catalase (CAT) nas glandulas pardétida, submandibular e

sublingual

Para a determinacdo da atividade de SOD no tecido das glandulas
salivares foi utilizada a mesma técnica realizada na saliva, como foi descrita no item
4.6.4.

4.7.11 Dosagem das citocinas IL-18 e TNF-a por ELISA nas glandulas parétida,

submandibular e sublingual

Para a dosagem das citocinas foi utilizado o método imunoenzimético
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) que consiste na adicdo de um
anticorpo primario, que ird se ligar ao seu antigeno especifico no tecido das
glandulas salivares. Em seguida, adiciona-se um anticorpo secundario que contém
uma enzima que sera responsavel por permitir a visualizacdo da reacdo com a
adicdo de um cromégeno. Para este ensaio foi utilizado os Kits Duo Set (R&D
Systems).

As amostras de glandulas salivares armazenadas em freezer a -80°C
foram homogeneizadas na propor¢do 100 mg de tecido para 600 ul de PBS. Placas
de 96 pocos foram cobertas com 50 pl de anticorpo primério diluidos em tampé&o
fosfato (PBS) e incubados por 18 h a 4°C. A placa foi lavada com PBS tween 0,05%



por 3 vezes. Em seguida, foram acrescentados 200 pl/poco de PBS/BSA 1% para o
bloqueio de sitios inespecificos, por 1 hora, em temperatura ambiente. Apds a
incubacao, as placas foram novamente lavadas. As amostras de glandulas salivares
e as citocinas recombinantes em diluicdo de concentragdo conhecidas foram
plaqueadas em 100 pL/poco, incubadas por 2 h em 37°C. Apds a lavagem das
placas, 50 pl de anticorpo de deteccdo biotinilado para cada citocina foram
acrescentados por 1 h a 37°C. Apés a lavagem, as placas foram incubadas com
conjugado estreptoavidina peroxidase diluida em PBS 1:200 (50 pl), por 30 minutos,
a temperatura ambiente. As placas foram lavadas e incubadas com solucdo de
tetrametilbenzidina durante 20 minutos. O bloqueio da reagdo ocorreu com o
acréscimo de 25 ml/poco de acido sulftrico.

A densidade 6ptica das amostras foi determinada através do espectrofotdmetro
de microplacas Epoch (Biotek Instruments Incorporation) com filtro 450 nm. Para
este ensaio, foram utilizados no minimo, 5 animais por grupo e as concentracdes

das citocinas nas glandulas salivares foram expressas em picogramas por mi

(pg/mli).

4.7.12 Determinacédo da expressao da NOSi por western blotting nas glandulas

submandibular e sublingual

A avaliacdo da expressao proteica da NOSi nas glandulas salivares foi
realizada em duas etapas: extracdo de proteinas e western blotting.

Para a extracdo das proteinas, fragmentos de tecido glandular foram
macerados com auxilio de cadinho e pistilo em nitrogénio liquido. O produto deste
processo oi inserido em microtubos contendo 200 pl de tampéao RIPA (25 mM Tris-
HCI pH7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1% NP-40; 1% Triton X-100; 1% deoxicolato
de sodio; 01% SDS). Em seguida, as amostras foram vortexadas por 30 segundos e
centrifugadas (17 min, 4°C, 13000 rpm). O pellet foi desprezado e o sobrenadante
(porcéo que contém as proteinas) foi transferido para um novo microtubo.

As proteinas foram dosadas pelo método do acido bicinconinico e foi
realizado conforme descrito pelo fabricante (Pierce™ BCA protein Assay Kkit,
ThermoFisher Scientific, catalog number 23225). De acordo com este método, as
proteinas presentes nas amostras reduzem o cobre da sua forma clprica (Cu?*)

para a cuprosa (Cu'*). Este liga-se a duas moléculas de &cido biciconinico,



resultando na cor purpura visualizada no final da reacédo. Inicialmente a proteina foi
diluida (0,4 ul de proteina: 25 ul de RIPA) e em seguida, foi misturado o reagente A
(contém &cido bicinconinico) e B (contém cobre) respectivamente na proporgéo de
50:1. Posteriormente, foi inserido em triplicata 25 ul de cada amostra diluida e 200
Ml da mistura final do reagente A e B em placa de 96 pocos, que foi incubada por 30
min a 37°C e a leitura da reacéao foi realizada pelo leitor de ELISA a 562 nm. Para a
curva padrao foram utilizadas concentracdes conhecidas de albumina sérica bovina
(BSA): 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 e 0 pg/ml.

Para a realizacdo do western blotting, 20 ug de proteinas extraida das
amostras, foi preparada através da adicdo do tampdo da amostra (65,8 mM Tris-
HCI, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS; 0,01% azul de bromofenol), vortexadas por
10 segundos, aquecidas em banho maria (95°C, 5 min) e centrifugadas (10000 rpm,
4°C, 30s). Em seguida, foi realizada eletroforese vertical de proteinas em gel de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 60 v nos primeiros 15 min para deposi¢cdo das
amostras no fundo do pogo e 120 v para o restante da corrida, onde foi utilizado gel
a 10% ou 8% e tampéao de corrida (25 mM Tris; 192 mM glicina; 1% SDS; pH 8,3).
ApoOs a corrida, foi realizada a transferéncia por eletroforese das proteinas do gel
para a membrana de PVDF (fluoreto de polivinilideno) a 100 v por 2 horas em
tampé&o de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol; pH 8,3). ApGs
esta etapa, as membranas foram bloqueadas por 1 hora em agitacdo constante,
para reduzir as ligacdes inespecificas, em 5% de BSA diluido em tampao de
lavagem (TBST — 20 mM Tris; pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1% Tween 20). Em seguida
foi realizada 3 lavagens com TBST por 10 min de cada membrana. Incubou-se
overnight a 4°C sob agitacdo constante das membranas com o anticorpo primario
diluido em 1% de BSA diluido em TBST. ApOs esta etapa, foi realizada 3 lavagens
de 10 min cada com TBST. As membranas foram incubadas com anticorpo
secundario por 1 hora a temperatura ambiente (NOSi, 1:100, Santa Cruz
Biothecnology). Decorrido deste tempo, as membranas foram lavadas 3 vezes
durante 10 min cada, com TBST. Enfim, foi adicionado o0 reagente de
guimiluminescéncia, as membranas foram agitadas por 5 min e as imagens
capturadas com auxilio do Chemidoc MP System (Bio-Rad). A densidade das

bandas foram calculadas por meio do software ImageJ.



4.7.13 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média * erro padrao da média (média +
epm). Para comparagcfes entre os grupos foram utilizados Analise de Variancia
(ANOVA) e teste de Bonferroni para comparar médias. O teste de Kruskal-Wallis e
Dunn foram utilizados para comparar medianas. Em determinados casos foi
empregado teste t de student. Estes testes foram utilizados por meio do software
GraphPrism 6 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Foi adotado o nivel de
significancia p<0,05 em todas as situacoes.



5 RESULTADOS

5.1 Efeito do 5-FU na taxa de salivacéao estimulada pela pilocarpina

Com o objetivo de verificar alteracdes no fluxo salivar provocados pelo 5-FU,
optou-se pela estimulacdo da saliva com a pilocarpina, método consagrado na
literatura cientifica e bastante utilizado em roedores. Sem o estimulo, dificiimente
conseguiriamos mensurar a salivagdo ja que o quimioterapico provoca reducdo da
producao salivar.

A salivacdo dos animais foi, entdo, estimulada por dose Unica de cloridrato de
pilocarpina (10mg/kg, ip) e a saliva foi coletada durante 15 minutos em todos os
grupos do modelo experimental, nos dias previstos para eutanasia dos animais.

A analise da taxa de salivacéo estimulada pela pilocarpina demonstrou que o
5-FU promoveu reducao significativa no 4° dia do modelo experimental (p<0,05)
(Figura 10a). Contudo essa alteracdo foi temporaria, conforme demonstrado pela
recuperacao parcial da taxa de salivacdo no 10° dia, além disso, o trauma mecanico
promoveu aumento da producao salivar (Figura 10b).



Figura 10 — Efeito do 5-FU na taxa de salivacdo estimulada pela pilocarpina nos 4°
(@) e 10° dias (b) do modelo experimental. Ap0s a anestesia dos animais,
administrou-se cloridrato de pilocarpina (10mg/kg, ip) para estimulacdo da saliva.
Microtubos foram pesados antes e apds a coleta da saliva, durante 15 minutos e a
taxa de salivacao foi obtida pela diferenca das duas pesagens. A taxa de salivacdo
foi expressa em ml/min e os valores foram plotados como media + EPM (n=10).
*p<0,05 indica diferenca estatistica em relagéo ao grupo salina (Teste t de Student

em (a) e ANOVA/Bonferroni em (b).
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5.2 Efeito do 5-FU na composicdo da saliva estimulada pela pilocarpina

atraves das dosagens de lisozima e imunoglobulina A (IgA)

Apds a mensuracado da taxa de salivacdo, amostras da mesma saliva foram
coletadas e armazenadas em freezer -80°C para ensaios posteriores que
objetivavam analisar alteracées na composicdo salivar através das dosagens de
lisozima e IgA. Ambas as proteinas apresentam importante papel na imunidade local
frente aos microorganismos.

A analise da qualidade da saliva demonstrou que o 5-FU promoveu reducédo
estatisticamente significativa na dosagem da lisozima no 10° dia do modelo
experimental comparado aos grupos salina e trauma mecanico (p<0,05) (Figura
11a). No entanto, ndo houve alteracbes nas dosagens de IgA em nenhum dos
grupos analisados (Figura 11b).



Figura 11 — Efeito do 5-FU na qualidade da saliva pela analise da atividade da
lisozima (unidade de lisozima/ul) (a) e dosagem de IgA (ng/ml) (b) em amostras de
saliva estimuladas pela pilocarpina. Apos a anestesia dos animais, administrou-se
pilocarpina (10mg/kg, ip) para estimulagdo da saliva e, em seguida, a saliva foi
armazenada em microtubos para ensaios posteriores. Os valores estdo plotados
como média + EPM (n=4). *p<0,05 indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo
salina; #p<0,05 indica diferenca estatistica em relacio ao grupo TM

(ANOVA/Bonferroni). TM=trauma mecanico.
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5.3 Efeito do 5-FU na qualidade da saliva estimulada pela pilocarpina através
dos parametros de estresse oxidativo: superéxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT)

Com o objetivo de verificar alteracbes nos parametros de estresse oxidativo
nas amostras de saliva, investigou-se a participacdo das enzimas antioxidantes
endogenas, SOD e CAT, que sao produzidas com intuito de neutralizam os efeitos
dos radicais livres.

A analise do estresse oxidativo em amostras de saliva demonstrou que 0 5-
FU promoveu alteracdes significativas principalmente, no 10° dia do modelo
experimental, tanto no grupo 5-FU quanto no grupo TM. Verificou-se que o 5-FU e o
TM interferiram na homeostase da saliva, evidenciada pela reducédo da atividade de
SOD (figura 12a) (p<0,05). Tanto o 5-FU quanto o TM aumentaram a atividade de
CAT observado na figura 12b (p<0,05), no 10° dia.



Figura 12 — Efeito do 5-FU na atividade de SOD (a) e CAT (b) em amostras de
saliva estimulada pela pilocarpina. Ap0s a anestesia dos animais, administrou-se
pilocarpina (10mg/kg, ip) para estimulacdo da saliva e depois da mensuracédo da
taxa de salivacao, a saliva foi armazenada em microtubos para ensaios posteriores.
Os valores estdo plotados como média + EPM (n=6). *p<0,05 indica diferenca
estatistica em relacdo ao grupo salina; (ANOVA/Bonferroni). SOD=superoxido

dismutase; CAT=catalase; TM=trauma mecanico.
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5.4 Efeito do 5-FU na macroscopia e peso das glandulas salivares maiores

Apos a andlise do fluxo salivar e coleta da saliva estimulada pela pilocarpina,
as glandulas salivares foram removidas cirurgicamente, e pela observagao
macroscopica, observou-se que o 5-FU ndo promoveu alteracdes comparando-se
0s grupos do modelo experimental.

Com o intuito de verificar possiveis alteracées no peso, as glandulas salivares
sublinguais e mandibulares foram pesadas em conjunto devido a continuidade
anatbmica e a glandula parétida foi pesada separadamente. Contudo, assim como a
analise macroscépica, o 5-FU nao provocou alteracdes significativas no peso das

glandulas salivares maiores (Figura 13a e 13b).



Figura 13 — Efeito do 5-FU no peso das glandulas submandibular (SM) e sublingual
(SL) (a) e glandula parétida (P) (b). ApGs a anestesia dos animais, as glandulas SM
e SL foram cirurgicamente removidas e pesadas em conjunto devido a proximidade
anatbmica e a glandula P foi removida e pesada separadamente. Os valores estao
plotados como média + EPM do peso das glandulas em mg (n=7)

(ANOVA/Bonferroni). SM=submandibular; SL=sublingual; TM=trauma mecanico.

GlandulasBublingual®p?]
submandibular@

+ 1T 1 1

o
o
S
@

Peso do tecido (g)/peso
do animal (g)
o o
o o
2R

0.000 T T T T
Salina 4 dias 10 dias -
(a) 5-FU
™
Glandula pardétida

0.0037
o
0
2 T
220.002
O © T
SE = T
g5
3 S 0.001+
(@]
0
o
o

0.000 T T T T

Salina 4 dias 10 dias -
5-FU
(b)E

™



5.5 Efeito do 5-FU na morfologia microscépica das glandulas salivares

maiores

Para analise histopatologica, as glandulas salivares maiores dos hamsters
foram removidas cirurgicamente apds a analise do fluxo e da composicédo salivar,
nos dias previstos para eutanasia dos animais e as glandulas foram coradas em
hematoxilina e eosina (HE). ApGs observacdo ao microscépio optico, verificou-se
gue as alteragcbes mais evidentes no parénquima foram vacuolizacdo e edema
periductal. Para analise quantitativa, scores de 0 a 3 (O=auséncia, 1=presenca leve,
2=presenca moderada e 3=presenca acentuada) foram utilizados para graduar a
intensidade e numero de areas afetadas por estas alteragdes.

A glandula sublingual ndo apresentou alteracbes significativas na analise
histopatoldgica (Tabela 2, Figura 14a-d). J4 nas glandulas submandibular e pardétida,
0 5-FU induziu alteracdes, principalmente no 4° dia do modelo experimental, sendo
gue na submandibular, observou-se aumento significativo do edema periductal
(p<0,05) (Tabela 2, Figura 15a-d) e na glandula parétida, verificou-se aumento da

vacuolizacdo nas células acinares (p<0,05) (Tabela 2, Figura 16a-d).



Tabela 2 — Efeito do 5-FU nos escores de vacuolizacdo e edema periductal nas
glandulas salivares maiores. Para 0s escores histopatologicos, considerou-se
parametros como edema periductal e vacuolizacdo que foram graduados de 0 a 3,
de modo cego, considerando a intensidade e numero de &reas afetadas
(O=auséncia, l=presenca leve, 2=presenca moderada ou 3=presenca acentuada)
(n=5). *p<0,05 indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo salina (Testes de
Kruskal-Wallis’'s e Dunn’s). SM=submandibular; SL=sublingual; P=paroétida;

TM=trauma mecanico.

parametros glandulas Grupos

™

5-FU
salina 4°dia 10°dia -
média (min-max.)

Vacuolizacao SL 0(-1) O0(@-1) 0(©-00 0¢(-0
SM 0(-1) 1(-3) 1(0-2) 0,5(0-3)
P 0(0-1) 2@2-3* 2(1-2) 1,5(0-3)

Edema periductal SL 0(-1) 0(@-1) o0(-1) 0(-0

SM 0(0-1) 2(2-3* 0(0-1) 0(0-2)
P 2(2-3) 1,5(0-3) 1(0-2) 0 (0-1)




Figura 14 — Efeito do 5-FU sobre as alteracfes histolégicas da glandula sublingual.
As figuras sdo as fotomicrografias representativas de cortes histologicos corados
pelo método em HE do tecido da glandula sublingual nos grupos salina (a), 5-FU — 4
dias (b), 5-FU — 10 dias (c) e TM (d). Na glandula sublingual ndo foram verificadas

alterac6es histopatoldgicas significativas. Barra=100 um.
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Figura 15 — Efeito do 5-FU sobre as alteracbes histolégicas da glandula
submandibular. As figuras sdo as fotomicrografias representativas de cortes
histologicos corados pelo método em HE do tecido da glandula submandibular nos
grupos salina (a), 5-FU — 4 dias (b), 5-FU — 10 dias (c) e TM (d). Verificou-se que na
glandula submandibular, o 5-FU provocou aumento do edema periductal no 4° dia

do modelo experimental (ponta da seta preta). Barra=100 pm.
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Figura 16 — Efeito do 5-FU sobre as alteracdes histolégicas da glandula parétida. As
figuras sao as fotomicrografias representativas de cortes histoldgicos corados pelo
método em HE do tecido da glandula submandibular nos grupos salina (a), 5-FU — 4
dias (b), 5-FU — 10 dias (c) e TM (d). Verificou-se que na glandula parétida, o 5-FU
provocou aumento da vacuolizacdo no 4° dia do modelo experimental (seta preta).

Barra=100 um.
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5.6 Efeito do 5-FU nas células inflamatorias das glandulas salivares maiores

Na analise histopatologica das glandulas salivares coradas em HE, além do
edema periductal e vacuolizacdo, foi observado aumento do infiltrado inflamatério,
tanto no parénquima quanto no tecido conjuntivo. A analise do infiltrado inflamatorio
foi realizada de forma quantitativa para os linfocitos, plasmadcitos, macrofagos e
neutrofilos, pelo microscépio éptico no aumento de 1000x. A contagem dos
mastocitos, foi realizada por meio da coloracdo azul de toluidina, pela facilidade de
evidenciacéo destas células.

A andlise quantitativa das células inflamatérias da glandula sublingual
mostrou que o 5-FU induziu a inflamacdo somente no 10° dia do modelo
experimental. Foi observado que o TM provocou aumento significativo de mastocitos
(p<0,05) e o0 5-FU induziu a reducao destas células nos 4° e 10° dias (p<0,05)
(Tabela 3; Figura 17a-d). Ainda, verificou-se que o 5-FU induziu ao aumento de
neutrofilos, se comparado aos grupos salina e TM (p<0,05) (Tabela 3; Figura 17e, g,
h).



Tabela 3 — Efeito do 5-FU nas células inflamatérias da glandula sublingual. As
células inflamatoérias: neutrofilos, linfécitos, plasmoécitos e macréfagos foram
analisadas quantitativamente em 10 campos de magnitude 1000x nas laminas
coradas em HE (n=4-5). Para a contagem dos mastocitos, utilizou-se método de
coloracédo por azul de toluidina (n=10). Na glandula sublingual, observa-se que o 5-
FU induziu ao aumento das células inflamatérias, no 10° dia do modelo
experimental. Os valores estdo plotados como média + EPM por campo (n=10).
*p<0,05 indica diferenca estatistica em relagcdo ao grupo salina; #p<0,05 indica
diferenca estatistica em relacdo ao grupo TM (ANOVA/Bonferroni). SL=sublingual,

TM=trauma mecéanico

Grupos

™

Células 5-FU

Salina 4 dias 10 dias
Média + EPM (células/campo 1000x)
Mastécitos 4,9+0,2 44+01# 4,1+02# 8,1+0,3*

Linfocitos 04+0,1 1+£0,2 1+0,3 1+0,3
Plasmécitos 1,2+0,2 1+04 04+0,01 03%0,1
Macr6fagos 0,1+0,03 0,2+0,03 020 0,1+0,03
Neutrofilos 0,1+0,01 0,4+0,1 1,6 £ O*# 0,4+0,2




Figura 17 — Efeito do 5-FU sobre as células inflamatérias (mastécitos e neutroéfilos)
na glandula sublingual. As figuras séo as fotomicrografias representativas de cortes
histologicos corados pelo método azul de toluidina (a-d) para analise dos mastdcitos
(campos de magnitude 400x) e em HE (e-h) para andlise dos neutréfilos (campos de
magnitude 1000x). A seta indica mastdcitos e cabeca da seta indica neutrofilos.

SL=sublingual; TM=trauma mecanico.
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Na glandula submandibular, o 5-FU provocou aumento das células
inflamatorias tanto no 4° dia quanto no 10° dia do modelo experimental. No 4° dia,
foi observado aumento de mastdcitos (Figura 18b), linfécitos e macrofagos (p<0,05)
(Tabela 4). O 5-FU e o TM induziram ao aumento de mastocitos (p<0,05) (Tabela 4;
Figura 18c,d) e de neutrofilos no 10° dia (p<0,05) (Tabela 4; Figura 18g).

Tabela 4 — Efeito do 5-FU nas células inflamatérias da glandula submandibular. As
células inflamatérias: neutrofilos, linfocitos, plasmocitos e macrofagos foram
analisadas quantitativamente em 10 campos de magnitude 1000x nas laminas
coradas em HE (n=5-7). Para a contagem dos mastdcitos utilizou-se método de
coloracéo por azul de toluidina (n=10). Na glandula submandibular, observa-se que
0 5-FU induziu ao aumento das células inflamatdérias, tanto no 4° quanto no 10° dias
do modelo experimental. Os valores estdo plotados como média + EPM por campo.
*p<0,05 indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo salina (ANOVA/Bonferroni).

SM=submandibular; TM=trauma mecéanico.

Grupos

™

Células 5-FU

Salina 4 dias 10 dias
Média + EPM (células/campo 1000x)
Mastocitos 43+03 74+03* 84+0,7¢ 7,6+0,5*

Linfocitos 19+£04 5,8 +2* 0,7+0,1 1,4+0,3
Plasmécitos 04+0,1 0,3+0,09 0,7+0,1 0,6 +0,3
Macréfagos 0,04 +0,03 0,43+0,03* 0,05+0 0,1+0,03
Neutrofilos 0,01+0 1+0,3* 0,3+0,2 1,3+0,1*




Figura 18 — Efeito do 5-FU sobre as células inflamatérias (mastécitos e neutroéfilos)
na glandula submandibular. As figuras sdo as fotomicrografias representativas de
cortes histolégicos corados pelo método azul de toluidina (a-d) para analise dos
mastocitos (campos de magnitude 400x) e em HE (e-h) para analise dos neutréfilos
(campos de magnitude 1000x). A seta indica mastécitos e cabeca da seta indica

neutrofilos. SL=sublingual; TM=trauma mecanico.
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Assim como na glandula submandibular, o 5-FU provocou aumento da
inflamacédo nos 4° e 10° dias na glandula parétida. No 4° dia, o 5-FU induziu ao
aumento de linfocitos e plasmécitos (p<0,05) (Tabela 5). No 10° dia, o TM induziu ao
aumento de mastécitos (Tabela 5; Figura 19d), contudo, foi observado reducao
destas células quando associado ao 5-FU (p<0,05) (Tabela 5, Figura 19b,c).
Também, no 10° dia, o 5-FU e o TM induziram ao aumento de neutrofilos (Tabela 5;
Figura 199g,h) (p<0,05).

Tabela 5 — Efeito do 5-FU nas células inflamatorias da glandula parotida. As células
inflamatorias: neutrofilos, linfocitos, plasmocitos e macrofagos foram analisadas
guantitativamente em 10 campos de magnitude 1000x nas laminas coradas em HE
(n=6-8). Para a contagem dos mastocitos, utilizou-se método de coloracao por azul
de toluidina (n=10). Na glandula submandibular, observa-se que o 5-FU induziu ao
aumento das células inflamatdrias, tanto no 4° quanto no 10° dias do modelo
experimental. Os valores estdo plotados como média + EPM por campo (n=10).
*p<0,05 indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo salina; #p<0,05 indica
diferenca estatistica em relacdo ao grupo TM (ANOVA/Bonferroni). P=parétida;

TM=trauma mecanico.

Grupos

™

Células 5-FU

Salina 4 dias 10 dias
Média + EPM (células/campo 1000x)
Mastécitos 73+0,7 6,4+04# 82+0,7# 122+1,6*

Linfécitos 2005 4,9 +0,5* 1,1+£0,2 1,7+£0,3
Plasmécitos 0,1+0,07 1,4+0,5* 0,1+£0,1 0,3+£0,1
Macréfagos 0,2+0,1 0,01+0 0,1+0,04 0,01+0
Neutrofilos 0,04 +0,03 1,5+0,6* 0,2+16 3,2+0,5*%




Figura 19 — Efeito do 5-FU sobre as células inflamatérias (mastécitos e neutroéfilos)
na glandula parotida. As figuras sdo as fotomicrografias representativas de cortes
histologicos corados pelo método azul de toluidina (a-d) para analise dos mastécitos
(campos de magnitude 400x) e em HE (e-h) para andlise dos neutrdéfilos (campos de
magnitude 1000x). A seta indica mastocitos e cabeca da seta indica neutrofilos.
SL=sublingual; TM=trauma mecanico.
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5.7 Efeito do 5-FU no sistema vascular das glandulas salivares maiores

Para a andlise histopatologica, cortes das glandulas salivares maiores foram
corados pela técnica de Mallory, para evidenciacdo dos capilares e vasos
sanguineos que foram analisados quantitativamente, de acordo com o ndamero e
didmetro dos mesmos.

Na analise vascular da glandula submandibular, verificou-se alteracdo da
vascularizacdo no 10° dia do modelo experimental. Observou-se aumento da &rea
dos vasos no grupo 5-FU do 10° dia indicando vasodilatacdo, comparando-se 0s
grupos salina e TM (Figura 17 g, k) (p<0,05). Também, no 10° dia, houve aumento
do ndmero de vasos no grupo TM (Figura 17 h, I) e diminuigdo no grupo 5-FU em
relacdo ao grupo TM (Figura 17 h, k) (p<0,05).

Na glandula sublingual, observou-se redu¢do do nimero de vasos no grupo
trauma mecéanico em relacdo ao grupo salina (Figura 17 b, f) (p<0,05). Na glandula
parotida, verificou-se que o 5-FU ndo promoveu alteragBes estatisticamente
significativas (Figura 17 m-r).

Figura 20 — Efeito do 5-FU sobre a vascularizacdo nas glandulas salivares maiores.
A andlise da vascularizacéo foi realizada de forma quantitativa e foram considerados
a area (a, g, m) e o numero (b, h, n) dos vasos e capilares sanguineos. O 5-FU
provocou alteracdes significativas na glandula submandibular no 10° dia do modelo
experimental, evidenciada pelo aumento da area e reducdo do numero de vasos (g
e h). Para esta analise, foram selecionados 4 lébulos em cada glandula salivar
(pardtida, submandibular e sublingual) onde apresentaram maior quantidade de
vasos. Em cada l6bulo analisou-se 4 campos na objetiva de 400x. Os valores estao
plotados como média + EPM por campo (n=4). *p<0,05 indica diferenca estatistica
em relacdo ao grupo salina; #p<0,05 indica diferenca estatistica em relacdo ao
grupo TM (ANOVA/Bonferroni). As figuras sao as fotomicrografias representativas de
cortes histolégicos corados pelo método tricromico de Mallory da glandula sublingual
(c-f), submandibular (i-I) e parétida (o-r). A seta indica aumento da area do vaso

sanguineo. TM=trauma mecanico.
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5.8 Efeito do 5-FU nas citocinas pré-inflamatorias, IL-1p and TNF-a, das

glandulas salivares maiores

ApOs coleta cirargica das glandulas salivares maiores nos dias programados
para eutandsia dos hamsters, parte do tecido foi congelado para realizagdo de
determinados ensaios. A analise tecidual das glandulas sublingual e submandibular
foi realizada em conjunto devido a continuidade anatdmica das mesmas, e a analise
da glandula parotida foi realizada separadamente.

Devido ao aumento das células inflamatorias observadas na analise
histopatoldgica, investigamos a possibilidade do 5-FU provocar alteracbes na
producdo das citocinas pro-inflamatérias. Citocinas sdo moléculas proteicas,
glicosiladas ou ndo, que enviam diversos sinais estimulatorios, modulatérios ou
mesmo inibitérios para as diferentes células do sistema imunolégico (VARELLA,
FORTE, 2001).

De acordo com os resultados das dosagens de citocinas neste estudo,
pudemos observar que nas glandulas sublingual e submandibular, o 5-FU promoveu
aumento significativo de IL-13 and TNF-a no 10° dia do modelo experimental, em
relacdo aos grupos salina e TM (p<0,05) (Figura 21a,b), concomitante ao aumento
do infiltrado inflamatério (mastécitos e neutréfilos, principalmente) observado
principalmente no 10° dia, em ambas as glandulas salivares. Além disso, estas
alteracdes coincidem com o aumento do didametro dos vasos e capilares
sanguineos, sugerindo vasodilatacdo, na glandula submandibular.

Na glandula parétida, observou-se que o trauma mecanico promoveu
aumento significativo de IL-1 e TNF-a no 10° dia do modelo experimental, no grupo
TM, em relagdo ao grupo salina (p<0,05) (figura 21c,d), o que coincide com
aumento de mastocitos. Contudo, a associagdo do TM com 5-FU provocou efeito
inibitorio destas citocinas, no 10° dia, ja que € possivel notar, redugdo das mesmas
no grupo 5-FU 4 dias em relagdo ao grupo salina (Figura 21c,d), o que também

coincide com a redugéo do numero de mastocitos nessa glandula.



Figura 21 — Efeito do 5-FU nos niveis das citocinas pro-inflamatorias IL-13 (a e c) e
TNF-a (b e d) nas glandulas salivares maiores. Apds a remocao cirdrgica, as
glandulas salivares maiores foram armazenadas em microtubos para posterior
realizacdo dos ensaios teciduais. Foi observado que o 5-FU promoveu aumento de
IL-18 e TNF-a no 10° dia nas glandulas sublingual e submandibular. Contudo, na
glandula parétida, o 5-FU provocou inibicdo de IL-13 e TNF-a, se comparado ao
grupo TM. Os valores estdo plotados como média + EPM (n=5). *p<0,05 indica
diferenca estatistica em relacdo ao grupo salina; #p<0,05 indica diferenca

relacdo ao grupo TM (ANOVA/Bonferroni). SL=sublingual;

estatistica em
SM=submandibular; TM=trauma mecéanico.
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5.9 Efeito do 5-FU nos parametros de estresse oxidativo nas glandulas

salivares maiores

O presente estudo também objetivou investigar o estresse oxidativo nos
tecidos das glandulas salivares maiores através dos principais biomarcadores, como
nitrito/nitrato, malonaldeido (MDA), grupos sulfilidricos ndo proteicos (NP-SH),
catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD). A coleta e preparo do tecido
glandular para os ensaios de estresse oxidativo foi realizado da mesma maneira que
a dosagem de citocinas proé-inflamatérias.

Os resultados indicam que o 5-FU pode induzir significativamente o estresse
oxidativo nos tecidos das glandulas sublingual, submandibular e parétida, observado
principalmente no 10° dia apds sua primeira administracdo, detectada pela ativacéo
de diferentes mecanismos de defesa antioxidantes. Observou-se aumento
significativo dos niveis de nitrito/nitrato e MDA, associado com reducédo de NP-SH,
um antioxidante ndo enzimético, observado nos tecidos das glandulas sublingual e
submandibular (p<0,05) (Figuras 22a,c,e), enquanto ha significante aumento nos
niveis de MDA, relacionado a diminui¢cdo dos niveis de NP-SH e atividade de CAT,

observados no tecido da glandula parétida (p<0,05) (Figuras 22d,f,h,j).

Figura 22 — Efeito do 5-FU nos parametros do estresse oxidativo nas glandulas
salivares maiores. ApGs a remocao cirurgica, as glandulas salivares maiores foram
armazenadas em microtubos para posterior realizacdo dos ensaios teciduais. Os
resultados mostram producdo do estresse oxidativo nas glandulas salivares
maiores, sendo mais evidente glandulas sublingual e submandibular do que na
glandula parétida, no 10° dia. Os valores estédo plotados como média + EPM (n=6).
*p<0,05 indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo salina; #p<0,05 indica
diferenca estatistica em relacdo ao grupo TM (ANOVA/Bonferroni). SL=sublingual,

SM=submandibular; TM=trauma mecéanico.
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5.10 Efeito do 5-FU na expressdo proteica da NOSi (6xido nitrico sintase

induzida) nas glandulas sublingual e submandibular

Com o objetivo de verificar a produgcdo do Oxido nitrico nas glandulas
sublingual e submandibular, no 10° dia do modelo experimental, procuramos
identificar a expressao proteica de NOSi por meio do western blotting.

O o6xido nitrico (NO) € um radical livre que desempenha um papel na resposta
defensiva do hospedeiro a infeccdo em tecidos orais e € sintetizado a partir da
conversdo da L-arginina a L-citrulina pela enzima o6xido nitrico sintase induzida
(NOSI) (UGAR-CANKAL; OZMERIC, 2006).

Corroborando com a produgdo do estresse oxidativo principalmente no 10°
dia, foi possivel notar, nas glandulas sublingual e submandibular, aumento da
expressdo da enzima Oxido nitrico sintase induzida (NOSi), em relacdo ao grupo
salina (Figura 23) (p<0,05).

Figura 23 — Efeito do 5-FU na expressao da proteina iNOS nas glandulas sublingual
e submandibular do grupo 5-FU-10 dias por western blotting. Ap6s a anestesia dos
animais, as glandulas salivares foram removidas cirurgicamente e armazenadas em
microtubos para posterior realizacdo dos ensaios teciduais. Nota-se aumento da
expressdo da enzima NOSI, no 10° dia do modelo experimental. Os valores estéo
plotados como média + EPM (n=3-6). (a) p<0,05 indica diferenca estatistica em
relacdo ao grupo salina (Teste t de student). INOS=06xido nitrico sintase induzida.
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5.11 Efeito do 5-FU na morte e proliferacdo celular das glandulas

submandibular e parétida

O presente estudo também buscou verificar a possibilidade do 5-FU provocar
morte celular através do marcador TUNEL e, posteriormente analisar a recuperagao
do tecido por meio da proteina Ki-67, que marca células em proliferacdo, por
imunohistoquimica.

Na glandula submandibular, foi possivel notar que o 5-FU pode induzir a
morte (Figuras 24a-e) e proliferacdo celular (Figuras 24f-j), observados 10 dias apds
a primeira administracdo da droga se comparados aos grupos salina e trauma
mecanico (p<0,05).

J&, na glandula parétida, foi observado aumento das células em morte celular
apenas 4 dias ap0s a primeira administracdo do 5-FU, em compara¢do ao grupo
salina (p<0,05) (Figuras 25a-i). Ademais, verificou-se aumento da proliferagao
celular no 10° dia, nos grupos TM e 5-FU, em relacdo ao grupo salina (p<0,05)
(Figuras 25f-)).

Figura 24 — Efeito do 5-FU sobre a morte e proliferacdo celular da glandula
submandibular. Para a analise da morte celular, foi utilizada o método TUNEL, onde
foram considerados 10 campos (400x) (n=4). Para andlise da proliferacéo celular foi
utilizada a técnica de imunohistoquimica com o anticorpo anti-Ki-67, onde foram
considerados 10 campos (200x) (n=2). Nota-se que na glandula submandibular, ha
aumento concomitante da morte celular e da proliferacdo 10 dias apés a primeira
administracdo do 5-FU. Os valores estédo plotados como média + EPM por campo.
*p<0,05 indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo salina; #p<0,05 indica
diferenca estatistica em relagdo ao grupo TM (ANOVA/Bonferroni). As figuras séo as
fotomicrografias representativas dos cortes do tecido glandular corados pelo método
TUNEL (b-e) e por imunohistoquimica para o ki-67 (g-j). TM=trauma mecanico.
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Figura 25 — Efeito do 5-FU sobre a morte e proliferacdo celular da glandula parotida.
Para a analise da morte celular, foi utilizada o método TUNEL, onde foram
considerados 10 campos (400x) (n=4). Para andlise da proliferacdo celular foi
utilizada a técnica de imunohistoquimica com o anticorpo anti-Ki-67, onde foram
considerados 10 campos (200x) (n=2). Nota-se que na glandula pardtida, ha
aumento da morte celular 4 dias apés a primeira administracdo do 5-FU e aumento
proliferacdo no 10° dia, nos grupos 5-FU e TM. Os valores estdo plotados como
meédia + EPM por campo. *p<0,05 indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo
salina (ANOVA/Bonferroni). As figuras sdo as fotomicrografias representativas dos
cortes do tecido glandular corados pelo método TUNEL (b-e) e por

imunohistoquimica para o ki-67 (g-j). TM=trauma mecanico.
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6 DISCUSSAO

Através dos resultados obtidos a partir de nossos experimentos,
mostramos que o0 5-FU, em modelo de mucosite oral, pode induzir inflamacgéo e
aumento da producéo de radicais livres em glandulas salivares concomitantemente
a alteracao no fluxo e composicéao salivar.

O protocolo de indugéo da mucosite oral pelo 5-FU utilizado neste estudo
foi baseado no modelo proposto inicialmente por Sonis et al. (1990) que foi
posteriormente modificado em nosso grupo de estudo, de acordo com Lima et al.
(2005) e Leitao et al. (2007). Sonis et al. (1990) propuseram o modelo de mucosite
oral em hamsters, com doses intraperitoneais de 60 mg/kg do 5-FU nos dia 0, 5 e 10
e induziram ao trauma mecanico na mucosa jugal nos 2 primeiros dias, como fator
potencializador do quimioterapico e que possui finalidade de mimetizar o atrito que
ocorre durante a mastigacdo, como causada por restauracdes e proteses. Esta
espécie se mostrou adequada para o estudo por possuir particulariedades
anatdmicas favoraveis, como mucosa jugal mével e abundante, capaz de induzir a
mucosite oral sem mortalidade significativa.

Com o intuito de exacerbar a estomatotoxicidade, Lima et al. (2005) e
Leitdo et al. (2007) propuseram esquemas de doses diferenciadas de 5-FU, de 60
mg/kg e 40 mg/kg, e o trauma mecanico foi realizado no 4° dia devido o inicio da
leucopenia e perda de peso dos animais ocorrer a partir do 4° dia. Ainda, Lima et al.
(2005) realizaram um estudo piloto em que foi verificada as alteracdes
macroscopicas e microscopicas das mucosas jugais nos dias 0, 4, 5, 10, 12, 14 e 16
apos a primeira administracao do 5-FU, e como resultado observaram que o pico da
inflamag&o ocorreu no 10° dia, por este motivo, este dia foi escolhido para o
sacrificio doa animais do grupo 5-FU 10 dias.

No presente estudo, a analise histopatologica demonstrou que o 5-FU
promoveu alteracdes no tecido glandular quatro dias ap0s a sua primeira
administracdo, evidenciado pelo aumento da vacuolizagdo na glandula parétida e
edema periductal na glandula submandibular. As alteracfes teciduais nas glandulas
salivares observadas em nosso trabalho foram previamente descritas em estudos
realizados em roedores submetidos a periodontite experimental ou a radioterapia,
em regido de cabeca e pescogco, observadas principalmente na glandula
submandibular (HENRIKSSON et al., 1994; EKUNI et al., 2010; XIANG; XIU-XIU;



FU-YIN, 2013).

Com o objetivo de verificar a associacao entre periodontite experimental e
disfuncéo glandular, Ekuni et al. (2010) observaram estresse oxidativo e aumento da
producdo de TNF-a no plasma, associado ao aumento da vacuolizagdo e morte
celular na glandula submandibular nos ratos submetidos a periodontite
experimental. O estudo concluiu que o desequilibrio entre o estado oxidante e
antioxidante no plasma pode estar associado a vacuoliza¢do no tecido, culminando
a morte celular.

Xiang, Xiu-xiu e Fu-yin (2013) avaliaram glandulas submandibulares de
ratos submetidos a radioterapia onde analisaram o efeito protetor da felinefrina, um
agonista seletivo do receptor ai-adrenérgico. Os autores verificaram que, nos
animais submetidos a radioterapia, a glandula submandibular demonstrou atrofia e
vacuolizacdo nas células acinares, e quando tratados com felinefrina, as alteracfes
histopatoldgicas encontradas foram menos evidentes, semelhante ao grupo
controle.

O edema periductal observado principalmente na glandula submandibular
no presente estudo, foi previamente relatado por Henriksson et al. (1994) na
glandula parétida de ratos submetidos a radioterapia em cabeca e pescoco.
Concomitante ao edema periductal, os autores verificaram uma reducédo das células
acinares, que foi dose-dependente.

Em nosso grupo de pesquisa, estudos prévios demonstraram que, no
modelo experimental de mucosite oral induzida pelo 5-FU, o 1400W e a amifostina
foram capazes de reverter a reducdo da salivacdo causada pelo 5-FU (LEITAO et al.
2006; BARBOSA, 2011). O 1400W (n-(3-(Aminometil) benzil) acetamidina) € um
inibidor seletivo da éxido nitrico sintase induzida (NOS2) que foi capaz de prevenir a
reducdo da producgio salivar ndo estimulada, no 4° dia do experimento, quando
comparado ao grupo submetido a MO induzida por 5-FU. Foi ainda avaliado neste
estudo, a produgao salivar ndo estimulada no 10° dia do experimento, ndo sendo
encontrado porém, diferenga entre 0os grupos; sugerindo, portanto, que neste dia a
producao salivar ja teria sido restabelecida (LEITAO et al. 2006). A amifostina é um
antioxidante de amplo espectro, com efeito protetor frente aos efeitos colaterais
provenientes da radioterapia e quimioterapia (BARBOSA, 2011). Neste estudo
constatou-se que 0s animais tratados amifostina, apresentaram prevencao da

reducado da taxa de salivacdo causada pelo quimioterapico, quando avaliou-se a



diferenca da taxa de salivacao do 10° em relagcao ao 4° dia.

Nosso trabalho demonstrou que o 5-FU pode induzir a reducédo do fluxo
salivar estimulado pela pilocarpina, observado no 4° dia do modelo experimental,
contudo o fluxo salivar foi restabelecido no 10° dia. Conforme este resultado, alguns
estudos em humanos e roedores demonstram que o 5-FU, administrado
concomitantemente ou ndo a outras drogas, podem provocar reducao temporaria do
fluxo salivar estimulado (SANBORG; SIEGEL, 1990; JENSEN et al., 2008b;
MAZZEO et al., 2009). Ainda, em nosso estudo, a reducdo do fluxo salivar foi
observado concomitantemente ao edema periductal e vacuolizacdo nas células
acinares nas glandulas submandibular e parétida, respectivamente, associados ao
infiltrado celular mononuclear.

As glandulas salivares apresentam diferencas em relacdo a contribuicédo
do volume da saliva produzida. As glandulas submandibular e sublingual contribuem
em cerca de 65-75% do volume total da saliva produzida quando estdo em repouso.
Contudo, quando a salivacdo € estimulada, a glandula parétida pode passar a
contribuir em 50% do volume total da producdo salivar (DAWES; ONG, 1973;
HUMPHREY; WILLIAMSON 2001; JENSEN et al., 2010b).

Jensen et al. (2008b) avaliaram pacientes com cancer de mama, durante
e apos o tratamento com ciclofosfamida, epirrubicina ou metrotexato e 5-FU onde
observaram reducdo do fluxo salivar estimulado e ndo estimulado durante o
tratamento, permanecendo reduzido por 6 meses. Contudo, a taxa de salivacdo da
glandula parotida nao foi significativamente afetada, sugerindo que a reducdo da
producdo da saliva total estimulada € decorrente diminuicdo da producédo salivar
pelas células acinares das glandulas submandibulares.

Em animais, Sandborg e Siegel (1990) avaliaram as alteracdes
provocadas pelo 5-FU exclusivamente na funcdo salivar da glandula parétida,
através da técnica do canulamento pelo ducto excretor. O estudo demonstrou
reducédo do fluxo salivar dos animais que receberam exclusivamente administracéo
do 5-FU e dos animais que receberam 5-FU associado ao isoprotenerol,
medicamento simpaticomimético que atua ao nivel dos receptores B-adrenérgicos.
Contudo, nos animais que foram submetidos ao 5-FU concomitantemente a
pilocarpina (medicamento que possui efeitos semelhantes aos da acetilcolina,

ativando o sistema parassimpatico para aumentar a producdo de secrecbes das

glandulas exoécrinas no organismo), o fluxo salivar permaneceu inalterado.



https://pt.wikipedia.org/wiki/Acetilcolina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_parassimp%C3%A1tico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%A2ndulas_ex%C3%B3crinas

De acordo com Mazzeo et al. (2009), pacientes diagnosticados com
cancer de colon submetidos ao 5-FU e leucovorina, apresentaram reducdo da
salivacdo estimulada e ndo estimulada durante o tratamento quimioterépico.
Contudo, a taxa de salivacao foi recuperada 21 dias apds o término do tratamento.
Em conformidade, nosso estudo demonstrou que houve recuperacdo no 10° dia,
sugerindo efeito temporario do 5-FU na taxa de salivacédo estimulada.

Além disso, nossos resultados demonstram que o 5-FU pode modificar a
qualidade da saliva, principalmente pela alteracdo das atividades enziméticas e
antioxidantes, como reducao da lisozima e superéxido dismutase (SOD), e aumento
de catalase (CAT). Contudo, a analise da defesa imunolégica pela dosagem da IgA
na saliva ndo apresentou alteragdo. Em concordancia com o atual estudo, Mazzeo
et al. (2009), mostraram que a quantidade de IgA na saliva permaneceu inalterada
guando pacientes foram tratados com leucovorina e 5-FU. No entanto, Jankovic¢ et
al. (1995) avaliaram pacientes com doencas metastéticas tratados com 5-FU
associado a outras drogas e observaram redugao da IgA e aumento da IgG.

Em referéncia a dosagem da lisozima na saliva, estudos em humanos
demonstram resultados divergentes. Laine et al. (1992) e Meurman et al. (1997)
avaliaram pacientes com diagnostico de linfoma que foram tratados com
qguimioterapias variadas e nenhum dos estudos utilizou-se o 5-FU. Semelhante ao
resultado observado em nosso estudo, o primeiro estudo revelou redugcédo da
atividade da lisozima, contudo, o segundo estudo revelou aumento da lisozima
associada ao aumento de IgA, IgG e IgM. Esta diferenca verificada entre os estudos
pode estar associada a espécie dos animais e ao uso de diferentes protocolos
terapéuticos nos estudos.

Embora ndo existam estudos que demonstrem o estresse oxidativo
induzido por quimioterapicos na saliva, alguns trabalhos demonstram que a doenca
periodontal pode estimular o desequilibrio entre a producdo de radicais livres e
antioxidantes (CANAKCI et al., 2009; ALMERICH-SILLA et al., 2015; TRIVEDI et al.,
2015). Canakci et al. (2009) avaliaram o estresse oxidativo na saliva de pacientes
diagnosticados com doencga periodontal. Os autores verificaram que elevados niveis
de radicais livres como 8-OHdG e malonaldialdeido (MDA), e reducéo da atividade
antioxidante (SOD e glutationa peroxidase), parecem coincidir com o0 aumento da
inflamacé&o causada pela doenca periodontal.

Conforme este estudo, Trivedi et al. (2015) também demonstraram



aumento de radicais livres verificado pelo MDA e reducao da atividade antioxidante
como SOD, CAT e glutationa redutase na saliva, mostrando que o MDA possui
correlacao direta com a doenca periodontal, enquanto que as enzimas antioxidantes
demonstraram correlacdo inversa. Além disso, Almerich-silla et al. (2015)
demonstraram que altos niveis de biomarcadores de estresse oxidativo (8-OHdG,
MDA, glutationa peroxidase e capacidade antioxidante total) na saliva durante a
doenca periodontal estdo correlacionados ao aumento de variados tipos de
bactérias. Este resultado favorece a hipétese de que a mudanca da microbiota oral
observada no modelo de mucosite oral induzida pelo 5-FU pelo aumento da
populacdo de bactérias (SKEFF et al., 2014) pode explicar o aumento de CAT na
saliva, observada no presente estudo, produzida pelas bactérias.

Os radicais livres, como por exemplo o 6xido nitrico, tém sido implicados
na patogénese de uma variedade de doencas na regido bucal como doenca
periodontal (UGAR-CANKAL; OZMERIC, 2010), sindrome de Sjogren
(BENCHABANE et al.,, 2016), disfuncdo salivar radio-induzida (HANAUE et al.,
2007) e desordens associadas a disfungdo témporo-mandibular (GUVEN et al.,
2015). Nossos resultados também apontam que o 5-FU pode induzir ao estresse
oxidativo nos tecidos das glandulas salivares, verificado através do desequilibrio
entre a producdo de radicais livres e enzimas antioxidantes, nas quais S&o
produzidas para manter a homeostase. Ademais, o0 presente estudo sugere a
peroxidacdo lipidica como resultado do estresse oxidativo, evidenciado pelo
aumento dos niveis de MDA, o que conduz a mudancas na estrutura e
permeabilidade da membrana celular, ocasionando danos nas organelas e, por fim,
conduzindo & morte celular (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014). O estresse
oxidativo, sugerido pelo aumento de nitrito e MDA, e diminuicdo de NP-SH nas
glandulas submandibulares, no 10° dia do modelo experimental, € concomitante
com aumento da morte celular e incremento dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias. Por outro lado, na glandula parotida, o aumento no MDA e morte
celular foram evidenciados antecipadamente, no 4° dia do modelo experimental,
coincidindo com a vacuolizagéo e diminui¢ao do fluxo salivar estimulado.

No presente estudo verificou-se também, aumento da expresséo enzima
NOSi na glandula submandibular, no 10° dia do modelo experimental,
simultaneamente a recuperagdo do fluxo salivar. A NOSi é uma isoenzima

responsavel pela producédo do radical livre NO, a partir do aminoacido L-arginina. E



encontrada em varios tipos celulares como macrofagos e neutrofilos, € expressa em
resposta a estimulos inflamatorios, tais como IL-1, TNF- e IFN-y e
lipopolissacarideos (LPS), sendo produzido em altas quantidades e por longo
periodo de tempo (KENDAL; MARSHALL; BARTOLD, 2001). O aumento da
expressdo de NOSi pode provocar efeitos deletérios na funcdo das células e
tecidos, principalmente porque o NO reage com superoxidos, produzindo
peroxinitrito, um produto que em altas concentracbes pode afetar a producéo de
proteinas, acidos nucléicos e lipidios (PACHER et al., 2007).

Com o objetivo de avaliar o efeito da expressdo da NOSi na secrecao
salivar frente a um estimulo inflamatério, Correia et al. (2010) verificaram a resposta
da glandula salivar associada a estimulacdo colinérgica, em decorréncia da
administracdo de lipopolissacarideos no ducto da glandula submandibular de ratos.
Os autores observaram aumento da expressdo de NOSi concomitantemente ao
aumento da secrecdo salivar estimulada, o que parece compensar qualquer
hipofuncéo salivar decorrente da inflamacgao glandular.

Como visto neste trabalho, o 5-FU pode modificar a vascularizagdo nas
glandulas salivares. Sob o efeito do 5-FU, as glandulas submandibulares reagem
com vasodilatacdo no 10° dia, o que pode ser decorrente do aumento do estimulo
simpatico ou parassimpatico, ou ainda, pelo aumento de metabdlitos
vasodilatadores no tecido, como o 6xido nitrico (LOOMS et al., 2002) sugerido pelo
aumento dos niveis de nitrito e expressao de iINOS observado no presente estudo.

Ainda, neste estudo, foi observada reducédo de NP-SH, SOD e CAT nos
tecidos das trés glandulas salivares maiores, revelando que a atividade enzimatica
antioxidante nao foi capaz de controlar o estresse oxidativo. De acordo com este
estudo, Campos et al. (2014) avaliaram a atividade enzimatica nas glandulas
sublinguais e submandibulares de hamsters tratados com 5-FU, no entanto, neste
modelo experimental o trauma mecanico nado foi induzido. Os autores observaram
reducdo das proteinas totais, no 10° dia, o que foi sugerindo pelos autores como
efeito deletério na fungéo celular devido aos danos provocados nos processos de
sintese e liberacdo de proteinas. Diferente de nosso estudo, em relacdo as enzimas
antioxidantes no tecido glandular, Campos et al. (2014) demonstraram que a
administracdo do 5-FU provocou significativo aumento nas atividades de CAT e
peroxidase, o que foi justificado pelo efeito do 5-FU em liberar radicais livres e/ou
espécies reativas de oxigénio com intuito de danificar o DNA celular.



Em conjunto com o estresse oxidativo, no atual trabalho foi demonstrado
que o 5-FU induz ao aumento dos niveis das citocinas IL-1p e TNF-a nas glandulas
sublinguais e submandibulares no 10° dia, porém, ndo observado nas glandulas
parotidas. O aumento destas citocinas foi concomitante a infiltracdo de neutrofilos e
mastécitos nas glandulas submandibulares. Estes achados sugerem uma
associacao entre inflamacdo e estresse oxidativo somente nas glandulas
submandibulares, que mostraram maior producdo de nitrito, MDA e expressao de
NOSi no 10° dia do modelo experimental.

Semelhante ao estudo de Yao et al. (2005), onde foram avaliadas as
glandulas submandibulares de camundongos submetidos a administracdo de
lipopolissacarideos, observou-se incremento das citocinas inflamatérias como IL-1p3,
IL-6 e TNF-a, demonstrado pelas expressbes de mRNAs. A citocina IL-1p foi,
também, detectada por imunohistoquimica, nos granulos secretérios localizados na
regido apical das células dos tubulos convolutos e pela expressdo por mRNAs na
saliva. Os autores puderam concluir que as glandulas submandibulares apresentam
importante papel no sistema de defesa da cavidade oral, dificultando a entrada de
microorganismos.

A interleucina-1 (IL-1) é produzida principalmente por mondcitos e
macrofagos. Outros tipos celulares podem produzir IL-1, como células endoteliais,
fibroblastos, midcitos, células de Langerhans e linfécitos B e T. Além disso, a
citocina IL-1 pode induzir a liberacdo de histamina a partir de mastécitos no local da
inflamacédo e, em seguida, a histamina pode estimular a vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular (DINARELLO, 1988). A citocina fator de necrose tumoral
(TNF) é sintetizada principalmente por macrofagos, mondcitos, neutrdfilos, linfécitos
T e natural killer (NK) e suas acbes sdo semelhantes as da IL-1, como alteracoes
endoteliais, participacdo na atividade quimiotatica e estimulo ao metabolismo
oxidativo de fagocitos (VILCEK; LEE, 1991; MACKAY et al. 1993). Além disso, TNF
pode induzir & apoptose e estimular a acdo de células polimorfonucleares (PMN)
(HULTGREN; KOPF; TARKOWSKI, 1998).

Diferente do resultado observado na dosagem das citocinas proé-
inflamatoérias na glandula submandibular, a glandula parétida respondeu com
aumento das citocinas IL-13 e TNF-a decorrente somente do trauma mecanico e
ainda, o 5-FU promoveu efeito inibitério das mesmas citocinas nos 4° e 10° dias do

modelo experimental. Associado a estes resultados, observamos que o trauma



mecanico induziu ao aumento de mastocitos e o 5-FU promoveu inibicdo destas
células nos 4° e 10° dias e ainda. A gueda dos mastocitos observadas na glandula
parétida, pode ser decorrente da inibicdo da mastopoiese pela administracdo do 5-
FU. Ophir et al. (1993) verificaram o efeito deste quimioterapico na mastopoiese in
vivo e in vitro através da coleta da medula 6ssea de ratos. O estudo observou efeito
inibitério dose-dependente e irreversivel, e que apesar do restabelecimento destas
células apos 1 ou 2 dias ap6s a administragdo do 5-FU, as mesmas nao
apresentavam funcionalidade e encontravam-se em repouso.

Kamachi et al. (2002) avaliaram linhagens celulares de glandulas
salivares de pacientes com sindrome de Sjogren e demonstraram que as citocinas
TNF-a e INF-y apresentam importante papel na regulagéo da apoptose nas células
acinares e ductais, por meio de mecanismos distintos e sinérgicos, modulando a
funcdo glandular. Portanto, esses autores sustentam os achados do atual estudo,
demonstrado nas glandulas sublingual e submandibular, pelo aumento da morte
celular no 10° dia. Considera-se que, altos niveis de citocinas pode ser considerado
como importante biomarcador para investigar as causas da xerostomia, assim como
podem ser um potencial alvo terapéutico, principalmente nas glandulas
submandibulares, ja que nem sempre a hipofuncdo salivar € acompanhada de
alteracdes celulares e/ou teciduais (AMER et al., 2011).

Neste estudo, foi verificado aumento da positividade para o TUNEL,
observado no 4° dia nas glandulas parétidas e, no 10° dia, simultaneamente, com a
proliferacdo celular nas glandulas submandibulares. Na glandula parétida, houve
aumento da proliferacdo celular também no 10° dia, o que também pode contribuir
com a recuperacédo da producao salivar.

De acordo com nossos resultados, Xiang et al. (2013) avaliaram o efeito
protetor da ativagdo do receptor ai-adrenérgico em glandulas submandibulares de
ratos submetidos a radioterapia e, demonstraram que a glandula irradiada
apresentou concomitante aumento da apoptose e proliferacdo celular. Quando os
animais foram tratados com felinefrina, houve reducéo na apoptose e a proliferacao
foi ainda maior, comparada com as glandulas submandibulares né&o tratadas.
Muhvic-Urek et al. (2006) também demonstraram que o processo de morte celular e
regeneracdo tecidual podem ser observados simultaneamente, em glandulas
submandibulares de ratos irradiados com 7.5 Gy.

Embora as trés glandulas salivares reajam frente ao estimulo do 5-FU, as



glandulas submandibulares e parotidas foram significativamente mais afetadas e,
também, respondem de formas diferentes, o que pode ser justificado pelas suas
caracteristicas histopatolégicas e localizagbes distintas. Da mesma maneira,
Zalewska et al. (2015) avaliaram o estresse oxidativo nas glandulas
submandibulares e parotidas em animais diabéticos induzidos por streptozotocina e
concluiram que estas glandulas respondem de formas diferentes, sugerindo como
justificativa sua estrutura histologica e seu metabolismo desiguais.

Em suma, nossos resultados sugerem que o 5-FU induz ao estresse
oxidativo, inflamacdo, gerando edema periductal, vacuolizacdo, morte celular,
resultando na disfuncdo e qualidade salivar. As glandulas parétidas respondem com
menos inflamacado, provavelmente pela sua configuracdo histolégica e anatémica. O
conhecimento do efeito das drogas antitumorais nas glandulas salivares pode

contribuir com 0 manejo mais apropriado da xerostomia e mucosite oral.



7 CONCLUSOES

O 5-FU, em modelo de mucosite oral, induz a reducdo da taxa de
salivacdo quatro dias apos a primeira administracdo e ainda, altera a composicao
salivar pela reducdo da lisozima e SOD associado ao aumento de CAT,
principalmente 10 dias ap0s a primeira administracdo do 5-FU.

Além disso, o 5-FU provoca alteracbes teciduais observadas
principalmente no 4° dia do modelo experimental evidenciadas pela vacuolizagéo na
glandula parotida e edema periductal na glandula submandibular.

O presente estudo também mostrou que o 5-FU induziu o aumento do
estresse oxidativo e inflamacéo, sendo a ultima mais evidente nas glandulas
sublingual e submandibular do que na glandula parétida. Ademais, na glandula
submandibular, o 5-FU em modelo de mucosite oral, estimulou de forma
concomitante a morte e proliferacdo celular 10 dias apés sua primeira
administracdo, e na glandula pardtida, a morte celular foi observada no 4° dia e a
proliferacdo, no 10° dia do modelo experimental.
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