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RESUMO

A asma alérgica € uma doenca de alta prevaléncia e morbidade, sendo um grande problema de
salde publica, caracterizada como uma doenca cronica das vias aéreas apresentando sintomas
variaveis e recorrentes como: limitacdo do fluxo de ar, hiper-responsividade bronquica e
inflamacdo. A saude oral em individuos com asma, mesmo controlada, é prejudicada,
havendo um aumento nos niveis de caries, dentes cariados, perdidos e obturados (CPOD).
Estas desordens na cavidade oral sdo, provavelmente, causadas pela diminui¢do da secrecéo
salivar. O uso prolongado de uma gama de farmacos podem desencadear a hiposalivacdo, um
efeito colateral que gera um grande desconforto. Os fa&rmacos usuais para o tratamento da
asma, como os corticoides e os agonistas -2, ndo revertem a diminuicdo da secrecdo salivar
nos pacientes asmaticos. O principal farmaco utilizado para o tratamento da hiposalivagdo é a
pilocarpina, porém este farmaco é contra indicada para asmaticos por promover constricdo da
musculatura lisa das vias aéreas, dificultando ainda mais a respiragdo de individuos asmaticos.
Diante destes fatos, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a hiposalivacdo em animais com asma
alérgica induzida por ovalbumina. Esta pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), sob protocolo 03/2014.
Foram utilizados ratos Distar (n=6 por grupo) N&o-Asmaticos tratados com salina (SAL),
Asmaticos tratados com salina (OVA) e Asmaticos tratados com dexametasona
(OVA+DEXA). A asma foi induzida através da sensibilizagdo por Ovalbumina e Hidrdéxido
de Aluminio — AL (OH); (50ug+5mg; cada animal recebeu 200ul; s.c.), nos dias 0, 7 e 14.
Nos dias 21, 22 e 23, os animais receberam um desafio antigénico por dia, sendo o grupo SAL
desafiado com Salina (0.9%), os grupos OVA e OVA+DEXA com Ovalbumina (1mg/ml,
sendo colocado 100l em cada animal; i.n.), sendo este Gltimo tratado 1h antes do desafio
com dexametasona (2mg/Kkg; i.p.). Apds 48h do ltimo desafio, os animais foram anestesiados
com tiopental sédico (60 mg/kg, i.p.) e, em seguida, foi realizada a coleta da saliva nédo
estimulada e estimulada por pilocarpina (2mg/kg; i.p.) e em seguida a coleta do lavado
broncoalveolar (BAL) e dissecacdo da caixa toracica e da regido do pescoco para remocao do
tecido pulmonar e da glandula submandibular respectivamente. Assim, foram realizados 0s
procedimentos de contagem total e diferencial de células, mensura¢do do volume salivar,
concentracdo de proteinas totais, analise histoldgica (HE e PAS). Em outro conjunto de
animais, submetidos ao mesmo protocolo de inducdo da asma alérgica, foram realizadas as
andlises eletrofisioldgicas respiratorias. Os resultados foram expressos em média + EPM e
comparados com ANOVA/Newman-Keuls (p< 0,05). O epitélio brénquico de animais
asmaticos apresenta um infiltrado inflamatério e aumento na producdo de muco o que foi
parcialmente revertido pelo tratamento com dexametasona. O volume minuto no periodo
basal foi reduzido nos animais asméaticos em comparagdo com SAL, o que foi revertido pelo
tratamento com dexametasona. Pela primeira vez, foi observado que a indugdo da asma
promove uma diminuicdo da secrecdo salivar, tanto estimulada quanto ndo estimulada com
pilocarpina e esta ndo foi revertida com o tratamento com dexametasona. A concentracdo de
proteinas na saliva mostrou que o grupo OVA+DEXA apresentou uma diminuicdo de
proteinas totais. A glandula submandibular dos animais OVA e OVA+DEXA apresentou um
espacamento no parénquima glandular, o que nao foi observado nos SAL. Deste modo,
concluiu-se a asma pode promover diminuicdo da secregdo salivar. Além disso, percebeu-se
que o tratamento com dexametasona pode melhorar a fungéo respiratoria, mas néo € eficiente
para tratar a hipossalivagéo.

Palavras-chaves: Asma. Hipossalivagdo. Ovalbumina. Xerostomia



ABSTRACT

Allergic asthma is a disease with high prevalence and morbidity, and a huge public health
problem, characterized as a chronic disease of the airways that is characterized by variable
and recurring symptoms such as airflow limitation, bronchial hyperresponsiveness and
inflammation. Oral health in individuals with asthma, even controlled, is impaired, with
increased levels of caries, teeth decayed, missing and filled (DMF). These disorders in the
oral cavity is probably caused by the decrease in salivary secretion. Prolonged use of a range
of drugs can trigger hyposalivation, a side effect that generates a discomfort. The drugs useful
for the asthma treatment, such as corticosteroids and 3-2 agonists do not reverse the decrease
in salivary secretion in asthmatic patients. The major drug used for the treatment of
hyposalivation is pilocarpine, but this drug is contraindicated for asthmatics for promoting
smooth muscle constriction of the airway, making it more difficult to breathing in asthmatic
patients. Given these facts, the aim of this study was to evaluate the hyposalivation in animals
with allergic asthma induced by ovalbumin. This study was approved by the Ethics
Committee on Animal Use (CEUA) of the Federal University of Alagoas (UFAL) under
protocol 03/2014. Wistar rats were used (n=6 per group) non-asthmatic treated with saline
(SAL), asthmatic treated with saline (OVA) and asthmatic treated with dexamethasone
(OVA+DEXA). Asthma was induced by sensitization to ovalbumin and aluminum hydroxide
- AL(OH)3 (50 pug + 5mg, each animal received 200 pl; s.c.) on days 0, 7 and 14. On days 21,
22 and 23 the animals received one antigen challenge per day, SAL group was challenged
with saline (0.9%) OVA+OVA groups and DEXA with Ovalbumin (1mg/ml, 100 ul was
placed in each animal; i.n.), the last one was treated 1h before challenge with dexamethasone
(2 mg/kg, i.p.). 48h after the last challenge, the animals were anesthetized with sodium
pentobarbital (60 mg/kg, i.p.), and then, the unstimulated saliva collection and stimulated by
pilocarpine (2mg/kg, ip) was performed and then collecting bronchoalveolar lavage (BAL)
and dissection of the chest and the neck to remove the lung tissue and submandibular gland
respectively. Thus, the procedures of total and differential count of cells were performed and,
measurement of salivary volume, total protein concentration, histological examination (HE
and PAS). In another set of animals subjected to the same protocol induction of allergic
asthma, were realized the respiratory electrophysiological analyze. The results were expressed
as mean £ SEM and compared with ANOVA/Newman-Keuls test (p <0.05). The bronchial
epithelium of asthmatics animal has an inflammatory infiltrate and an increase in mucus
production, which is partially reversed by the treatment with dexamethasone. The minute
volume at baseline was reduced in asthmatics compared to SAL animals, which was reversed
by treatment with dexamethasone. For the first time, it was observed that the induction of
asthma promotes a decrease in salivary secretion, both stimulated and non stimulated with
pilocarpine and this was not reversed by treatment with dexamethasone. The protein
concentration in saliva showed that DEXA+OVA group showed a decrease in total protein.
The submandibular gland of OVA and OVA+DEXA animals showed a gap in the glandular
parenchyma, which is not observed in SAL. Thus, it is concluded that, asthma may promote a
decrease in salivary secretion. In addition, it is clear that treatment with dexamethasone can
improve respiratory function, but it is not efficient to treat hyposalivation.

Key-words: Asthma. Hyposalivation. Ovalbumin. Xerostomia.
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1 INTRODUCAO

A asma € uma doenca clinicamente heterogénea e com fisiopatologia complexa
(HOLGATE, 2012), que pode ser definida como uma reacao de hipersensibilidade do tipo |
sendo caracterizada por inflamagdo crénica das vias aéreas, com episodios recorrentes de
hiper-reatividade bronquica. O estreitamento das vias aéreas obstrui o fluxo aéreo pulmonar,
podendo levar o individuo a falta de ar, tosse, aumento da pressao toracica e dispneia
(AKINBAMI et al., 2012) .

A Organizacdo Mundial de Alergia (WAO), em 2011, divulgou um relatdrio tratando
as doencas alérgicas como uma das prioridades globais para saude publica. Nos Gltimos 25
anos a prevaléncia das doencas alérgicas aumentou muito, afetando cerca de 35% da
populacdo mundial. A asma é uma das principais doencas alérgicas e afeta mais de 300
milhdes de pessoas no mundo, sendo um problema crescente de saide publica (PAWANKAR
etal., 2011)

Acredita-se que a asma € uma doenca heterogénea que possui diferentes fenotipos,
no qual, cada um ¢ definido por aspectos clinicos, funcionais, patoldgicos e bioldgicos
distintos (ANDERSON, 2008). Estes aspectos juntamente com a resposta do paciente ao
tratamento contribuem para a caracterizagdo do aumento das escalas de severidade da doenca
(DOLAN, 2004).

No Brasil, a asma atinge 6,4 milhdes de brasileiros acima de 18 anos. As mulheres
sdo as mais acometidas pela doenca: cerca de 3,9 milhdes delas afirmaram ter diagndstico da
enfermidade contra 2,4 milhdes de homens, ou seja, prevaléncia de 39% a mais entre 0 sexo
feminino (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). A asma foi a terceira causa de internacio
hospitalar pelo Sistema Unico de Satde (SUS), com cerca de 300 mil hospitalizacées ao ano
(BRASIL, 2010). Atualmente, o principal tratamento para a asma consiste basicamente em
utilizar glicoticoides em altas doses por inalacio ou por via oral (CORREA; MELO; COSTA,
2008). Outra classe de medicamentos para 0 tratamento sdo os agonistas -2 adrenérgicos
inalatorios que sdo necessarios para reverter a broncoconstrigdo e aliviar os sintomas da crise
asmatica (CAMPO et al., 2013).

N&o apenas o tratamento para a asma desencadeia efeitos adversos, mas também a
propria doenca em si. Uma das manifestacfes da asma é diminuicdo da saliva. A saliva € de
extrema importancia para a saude oral devido as suas multiplas fungbes, nas quais sdo
decorrentes da sua fluidez e de componentes especificos que sdo secretados na nela
(proteinas, ions e glicose) (THAYSEN; THORN; SCHWARTZ, 1954). A diminui¢do do
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fluxo salivar na glandula parétida vem sendo observada em seres humanos asmaticos, apds
tratamento com agonistas [B-adrenérgicos (RYBERG; MOLLER; ERICSON, 1990;
LENANDER-LUMIKARI, 1998). O uso de terapias convencionais como 0s corticoides e 0s
agonistas -2, ndo solucionam esta hiposalivacdo (BUSSE; LEMANSKE, 2001).

A pilocarpina é o tratamento mais comum para este problema, porém esta é
contraindicada para asmaticos por promover contracdo da musculatura lisa das vias aéreas
(VIVINO et al., 1999) e aumento da secrecdo de muco (HOLMES, 1999), dificultando ainda
mais a respiragdo em asmaticos.

Pacientes asmaticos também apresentam uma diminui¢do nas proteinas totais, na
amilase, hexosamina, peroxidase salivar, lisozima e IgA secretado da pardtida na saliva
estimulada (RYBERG; MOLLER; ERICSON, 1991). E considerando que a saliva apresenta
importante funcdo protetora e de preservacdo da mucosa oral com acdo antimicrobiana,
conferindo protecdo a estrutura dentdria (AMEROGEN; VEERMAN, 2002), qualquer fator
que possa reduzir qualitativamente e quantitativamente a saliva pode prejudicar a satde oral
(De ALMEIDA et al., 2008).

Considerando que a hiposalivacdo é frequente em individuos asmaticos e que 0s
mecanismos patofisioldgicos que desencadeiam esta condicdo ainda ndo foram descritos, é
essencial o desenvolvimento de modelos experimentais para caracterizagdo de asma para

avaliacdo da secregéo salivar para possibilitar o entendimento desta alteracgéo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a secre¢do salivar em animais com asma alérgica induzida por ovalbumina.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Caracterizar o padréo respiratdrio através da espirometria por meio da técnica de
Sensor de Fluxo do Espirdmetro vinculado ao sistema de eletrofisiologia;
2. Quantificar a saliva ndo-estimulada;

3. Quantificar o fluxo salivar pelo estimulo da secrecéo salivar por pilocarpina;

4. Realizar a dosagem total de proteinas presentes na saliva.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASMA: CONCEITO E EPIDEMIOLOGIA

A asma caracteriza-se como uma doenga inflamatdria das vias aéreas associada a
obstrucdo generalizada, mas variavel, do fluxo de ar, sendo reversivel espontaneamente ou
por meio de intervencdo farmacoldgica (KILEEN; SKORA, 2013). De maneira geral possui
episédios recorrentes de dispneia e tosse associada com resposta broncoconstritora
exacerbada frente a diversos estimulos, conhecida como hiper-responsividade aérea (Global
Initiative for Asthma - GINA, 2005).

Esta doenca € caracterizada por diferentes padrdes de citocinas que envolve células
imunes e/ou inflamatdrias como os linfdcitos T e B, eosinofilos e neutrofilos. A asma pode
ser originada de numerosas interacdes entre fatores genéticos e agentes ambientais como 0s
alérgenos, virus respiratdrios e poluentes aéreos (BOUZIGON et al., 2008).

A asma € uma reacdo de hipersensibilidade do tipo I, na qual também é conhecida
como imediata, esta reacdo € mediada pela Imunoglobulina E; o componente primario celular
nessa hipersensibilidade é o mastocido ou basofilo. Nesta reacdo, os anticorpos reagem
rapidamente a presenca do antigeno (alérgeno); esta reacdo provoca a ativacao dos mastocitos,
com liberacdo da histamina e de outras enzimas vasoativas, provocando vasodilatacdo e
exsudacdo. Esta reacdo pode durar de minutos a horas, podendo evoluir para um choque
anafilatico (ABBAS, 2008).

A asma possui um grande impacto na salde publica, pois afeta cerca de 315 milhdes
de pessoas em todo mundo entre adultos e criancas além de afetar a qualidade de vida dos
pacientes (TO et al., 2012) e apresentar uma taxa significativa de mortalidade (a cada 250
pacientes asmaticos, ocorre 1 ébito), tornando-se um importante problema de salde publica
mundial (FOLLENWEIDER; LAMBERTINO, 2013).

Os registros de prevaléncia da asma na populagdo variam de acordo com o pais
(Figura 01), por exemplo, no Vietna os registros apontam que a asma afeta 1% da populacao,

enquanto que na Australia ha registros de 21,5% de asméticos na populacéo (TO et al., 2012).
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Figura 01 - Prevaléncia mundial de asma clinica
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Fonte: Adaptado de TO et al., 2012.

No Brasil, considerando as estatisticas do DATASUS, as complicacBes decorrentes da
asma ocasionaram aproximadamente 660 mil internacGes no periodo de janeiro de 2008 a
abril de 2011. Deste total de internacGes, 45,5% foram registrados no nordeste, 21,6% no
sudeste, 15% no sul, 9% no norte e 10,2% no centro-oeste. Neste mesmo periodo, foram
gastos cerca de 334 milhGes de reais no tratamento desses pacientes. Porém, mesmo com esse
montante de recursos despendidos no sistema de saude, neste mesmo periodo foram
notificados 2.828 6bitos decorrentes da asma (BRASIL, 2010).

Uma pesquisa realizada pelo Ministério da Saude relata que a asma atinge
aproximadamente 6,4 milhGes de brasileiros acima de 18 anos e destaca que ha uma maior
prevaléncia nas mulheres, com cerca de 3,9 milhdes contra 2,4 milhdes de homens, sendo em
torno de 39% a mais entre o sexo feminino (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Figura 2 - Prevaléncia da asma no Brasil

Percentual de habitantes acima de 18 anos, diagnosticados.

Sul Sudeste Norte Centro-Oeste Nordeste

Fonte: Ministério da Saude, 2015.
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A asma mostra-se como uma doenca clinicamente heterogénea e com fisiopatologia
complexa por apresentar componentes inflamatorios teciduais e de hiper-reatividade das vias
aéreas. A resposta inflamatoria possui participacdo fundamental na fisiopatologia da doenca
por proporcionar a liberacdo de mediadores pro-inflamatorios e ativacdo de células
estruturais, bem como o recrutamento leucocitério para as vias aéreas e pulmdes (HOLGATE,
2012). A hiper-reatividade das vias aéreas é desencadeada pela contracdo do tecido muscular
situado em sua volta, o que limita a habilidade do individuo em mobilizar mais livremente o
ar através dos pulmdes (KILEEN; SKORA, 2013).

3.1.1 Sistema Respiratdrio e Asma

O aparelho respiratorio é dividido em duas partes: condutora e respiratdria. A zona da
conducdo comeca nas narinas e/ou boca, e inclui cavidades nasais, faringe, laringe, traqueia,
brénquios e bronquiolos. A segunda parte é onde ocorrem as trocas gasosas e
sequencialmente incluem bronquiolos respiratorios, ductos alveolares, sacos alveolares e
alvéolos, constituindo o parénquima pulmonar (LECHNER; MATUSCHAK; BRINK, 2013)
(Figura 03).

O sistema respiratério possui uma arquitetura voltada para a otimizacdo de sua fungéo
primordial que é de efetuar as trocas gasosas. As estruturas que compdem esse sistema podem
ser divididas entre aquelas que promovem a entrada e saida de ar do organismo, chamada de
zona condutora, e aquelas que facilitam o transito gasoso para 0 sangue e do sangue para o
ambiente, chamada de zona respiratoria (SALDIVA, 1990).

Figura 03 — As principais regides do trato respiratério
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A traqueia bifurca-se nos bronquios principais direito e esquerdo, cada um
subdividindo-se em ramos de 9 a 12 vezes. Cada geracdo desses ramos mais profundos torna-
se sucessivamente mais curta e mais estreita. De dentro para fora, as paredes brénquicas
consistem de epitélio respiratério, com menos células caliciformes que na traqueia,
sobrejacentes a uma lamina propria que fica sobre faixas cruzadas de mdsculo liso,
abrangendo a muscular da mucosa. Sob esta hd uma camada submucosa com menos glandulas
seromucosas que na traqueia, com revestimento de cartilagem hialina e esta € circundada por
uma camada adventicia difusa de tecido conectivo fibroso (LECHNER; MATUSCHAK;
BRINK, 2013) (Figura 04).

Figura 04 — Corte histologico de um brénquio
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FONTE: Adaptado de GENESER, 1998.

Com a diminuicdo do tamanho dos broénquios devido as ramificacdes, as placas
cartilaginosas tornam-se menores e menos numerosas. As placas cartilaginosas finalmente
desaparecem quando as vias aéreas atingem o diametro de cerca de 1 mm, quando entdo o
ramo é designado bronquiolo (ROSS; PAWLINA, 2011). Define-se bronquiolo como uma via
aérea distal desprovida de cartilagem e glandulas submucosas (LECHNER; MATUSCHAK;
BRINK, 2013). Em termos funcionais, tais distin¢bes entre os bronquiolos sdo importantes

porque o bronquiolo respiratério representa o inicio do parénquima pulmonar. A espessura do
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epitélio bronquiolar muda do proximal para o distal, passando de um epitélio colunar
pseudoestratificado ciliado para um epitélio colunar simples ciliado e entdo para um epitélio
cuboide simples ciliado. Os bronguiolos proximais contem células caliciformes dispersas, ja
0s bronquiolos terminais e respiratérios ndo as contém (MESCHER, 2010). As camadas de
masculo liso entrecruzadas da muscular da mucosa, que constituem aspectos proeminentes
dos brénquios superiores, também diminuem distalmente, tornando-se quase ausentes nos
bronquiolos respiratorios. Os ductos alveolares surgem dos bronquiolos respiratérios distais, e
sua parede geralmente parece ser constituida por duas fileiras de aberturas nos alvéolos
adjacentes, separadas por pilares de musculo liso e elastina, que funcionam como delgados
esfincteres e mantém a integridade estrutural (LECHNER; MATUSCHAK; BRINK, 2013).

O parénquima pulmonar dos pacientes asmaticos em geral, permanece pouco alterado
em individuos que morrem na exacerbagdo, os chamados status asmaticos. Entretanto a
composi¢do das mucosas inclui detritos celulares a partir de células epiteliais das vias
respiratorias necroticas, células inflamatorias incluindo linfdcitos, eosindfilos e neutrdfilos,
exsudato de proteina plasmatica e mucina que ¢é produzida por células caliciformes (KUDO et
al., 2013).

O epitélio das vias aéreas de um paciente asmatico normalmente mostra descamacao
das células cilindricas ciliadas, com células caliciformes e metaplasia de células escamosas,
como um sinal de reparacdo do epitélio das vias aéreas e ndo apresenta um aumento da
espessura da membrana basal sub-epitelial. Este aumento aparente na espessura esta
relacionado a acumulacdo de outros componentes da matriz extracelular sob a lamina basal
(ROCHE et al., 1989). O espessamento do epitélio das vias respiratorias é maior nos pacientes
asmaticos do que nos individuos normais, e em pacientes com estado severo da doenca esse
espessamento é ainda maior. Esta espessura é devido a um aumento da massa da musculatura
lisa das vias aéreas e das glandulas mucosas (JOHNS et al., 2000). A limitagdo do fluxo aéreo
¢ também agravado pela presenca de um aumento da secrecdo de muco e exsudato
inflamatdrio (CHIAPPARA et al., 2001). Todos esses eventos contribuem para uma obstrugédo
das vias aéreas ocasionando o marco clinico da doenca que é caracterizado por episodios
recorrentes de crises de tosse, falta de ar, sensacdo subjetiva de aperto no peito e sibilos
(KILLEEN; SKORA, 2013). Assim, estudos tém indicado que o remodelamento das vias
aéreas esta relacionado a inflamagdo (KUDO et al., 2013). Apesar destes avangos recentes,
mais estudos sdo necessarios para estabelecer uma relacdo causal entre o remodelamento das

vias aéreas e a gravidade da asma.
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3.1.2 Volumes Pulmonares

Os volumes pulmonares podem ser classificados como volumes estaticos (absolutos) e
volumes dinamicos. Os volumes pulmonares estaticos sdo 0s resultantes da complementacgéo
de manobras respiratorias, consistindo em compartimentos pulmonares. Os volumes
pulmonares dindmicos sdo os decorrentes de manobras respiratrias forgadas, expressam
varidveis e parametros de fluxo aé- reo e sdo medidos através da espirometria. A
determinagdo completa dos volumes pulmonares absolutos (“volumes pulmonares™)
constituem-se numa das etapas da avaliacdo funcional pulmonar, seguindo-se usualmente a
espirometria. Considerando que o comportamento mecanico do pulmdo é baseado em suas
propriedades elasticas e em seu volume, a mensuracdo dos volumes pulmonares oferece
informacBes que podem ser essenciais para a caracterizacdo do estado fisiopatologico
decorrente de anormalidades dos processos pulmonar-ventilatorios. As disfungdes restritivas,
por exemplo, s6 podem ser diagnosticada com certeza por meio da medida dos volumes
pulmonares. Os volumes pulmonares sdo convencionalmente divididos em quatro volumes
primarios. Estes recebem denominacdes proprias:

Volume Corrente (VC): E a quantidade de ar inspirada ou expirada espontaneamente
em cada ciclo respiratdrio, ou seja, a cada respiracdo normal, também pode ser chamado de
volume tidal.

Frequéncia Respiratoria (FR): Ndmero de movimentos respiratdrios por minuto.

Volume Minuto (VM): Quantidade total de ar novo que entra nas vias respiratorias a
cada minuto e equivale a VCxFR. (BARRETO, 2002; AIRES, 2011)

3.2 SISTEMA RESPIRATORIO E SISTEMA NERVOSO AUTONOMO

A inervacdo do sistema respiratorio € basicamente autbnoma. Ndo ha inervacgdo
motora ou sensitiva para dor nem nas vias aéreas e nem no parénquima pulmonar. Quatro séo
0s componentes do sistema nervoso autbnomo (SNA): sistemas parassimpatico, simpatico,
ndo-adrenérgico ndo-colinérgico (NANC) inibitério e NANC excitatorio. A atividade basal
parassimpatica parece ser a responsavel pelo ténus broncomotor, que € mais importante nas
vias aéreas centrais, sendo praticamente inexistente na periferia. As respostas simpaticas sdo
mais difusas e generalizadas. Os nervos adrenérgicos inervam diretamente as glandulas
mucosas, vasos sanguineos e ganglios nervosos das vias aéreas. O sistema NANC foi assim

denominado para designar um conjunto de fibras do sistema nervoso autbnomo em que 0sS
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neurotransmissores da juncdo neuroefetora ndo sdo a noradrenalina ou a acetilcolina. Trata-se
de um conjunto heterogéneo e numeroso de fibras nervosas, com um grande numero de
neurotransmissores ja identificados e de funcdo ainda ndo completamente estabelecida. O
sistema NANC inibitorio é responsavel pelo relaxamento dos musculos lisos das vias aéreas,
sendo o neurotransmissor responsavel por esse efeito o 6xido nitrico. O sistema NANC
excitatério tem como mediadores a neurocinina A, substancia P e o peptideo relacionado ao
gene da calcitonina, que acarretam broncoconstricdo. O SNA tem um importante papel na
regulacdo e/ou modulacdo do calibre das vias aéreas, seja em individuos normais ou com
doencas pulmonares, além de regular o tdnus muscular liso, 0s nervos autbnomos podem
influenciar: a secrecdo de muco pelas glandulas submucosas, o transporte de fluido através do
epitélio alveolar, a permeabilidade e o fluxo sanguineo da circulagdo brénquica e a liberacao

de mediadores a partir de células inflamatorias (AIRES, 2011).

3.3 SALIVA

A saliva é um fluido misto, viscoso, com pH levemente acido (pH 6-7) contendo agua,
mucinas, sais organicos, proteinas, ions e glicose (EDGAR, 1992; HUMPHREY;
WILLIAMSON, 2001; LOFGREN et al., 2012). O fluxo médio diario de saliva varia entre 1 e
1,5 litros. A contribuicdo de cada tipo de glandula pode variar muito de acordo com o
estimulo. No estado basal, em humanos, a contribuicdo das diferentes glandulas no fluxo
salivar é de aproximadamente: 65% da submandibular, 20% da pardétida, 7% a 8%, da
sublingual, e menos de 10% das numerosas glandulas menores (EDGAR, 1992;
HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001; GREABU et al., 2009).

3.3.1 Formacéo da saliva

A formagdo da saliva envolve dois estagios (Figura 2). Inicialmente um fluido
primario, abundante em fons Na* e CI', isotonico em relagdo ao plasma, é secretado pelas
células acinosas das glandulas salivares no lumen acinar (estagio 1). Posteriormente, quando o
fluido primario passa pelos ductos ocorre reabsorcdo de jons Na* e CI', e secrecdo de K* e
HCO5™ (estagio 2) (THAYSEN; THORN; SCHWARTZ, 1954).

Como a reabsorcdo de Na* e CI” excede a secrecdo de K e HCOj e fisiologicamente

espera-se ndo ocorrer significativa movimentagdo de agua no sistema ductal, a saliva final
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secretada na cavidade oral é hipoténica em relacdo ao plasma (TURNER; SUGIYA, 2002;
MELVIN et al., 2005).

FIGURA 5 - Formacéo do fluido salivar.

Secregédo do fluido Reabsorcdo NacCl
Secrecao K*
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Fonte: Modelo adaptado de CATALAN et al., 2009.

3.3.2 Regulagéo do Fluxo salivar

A secrecdo salivar € um processo controlado por um arco reflexo formado por uma
parte aferente e outra eferente. A parte aferente é formada pelos receptores e nervos que
conduzem os impulsos, gerados por estimulos da mastigacdo, gustacdo e olfacdo, até o
sistema nervoso central. A parte eferente € formada por nervos do sistema nervoso simpatico
e parassimpatico que inervam as glandulas separadamente (GARRETT, 1987). O papel do
sistema nervoso simpatico e parassimpatico na modulacdo do fluxo e composi¢do da saliva
tem sido bastante estudado. O estimulo parassimpatico gera uma saliva abundante em volume
(GARRETT, 1987; PEDERSEN et al., 2002). J& o estimulo simpatico, pela estimulacdo
elétrica das vias eferentes (CARPENTER et al., 1998), ou pela aplicacdo de agonistas
adrenérgicos (VATTA et al., 2002), resulta em uma secre¢do de baixo fluxo, viscosa e rica em
proteinas (GARRETT, 1987).

A parte aquosa da saliva é estimulada principalmente pela interagdo de agonistas
parassimpatico (acetilcolina) e simpatico (noradrenalina e adrenalina) com receptores
muscarinicos tipo 3 (Ms) e receptores alfa-1 adrenérgicos (a-1), respectivamente. Em ambos
0S casos, 0 processo de formacao da parte aquosa da saliva € regulado pela concentracdo de
Ca?* intracelular pela via do diacilglicerol e inositol-3- fosfato (ZEUTHEN et al., 2000).
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3.3.3 Funcgdes da Saliva

A importéncia da saliva para a saude oral é bem conhecida e suas multiplas funcées
ocorrem pela sua fluidez e por componentes especificos. Na cavidade oral a saliva
desempenha diversas funcOes: digestiva, antibacteriana, de tamponamento, lubrificante e
também esta envolvida na manutengdo da integridade dos dentes (HUMPHREY;
WILLIAMSON, 2001). Além de possuir um importante papel de protecdo imunologica contra
patégenos bucais, bem como atuar mecanica e quimicamente no controle da formacao do
biofilme, a saliva contribui para a manutencéo fisioldgica dos tecidos bucais (ERSIN et al.,
2006).

O fluido salivar umedece o alimento e auxilia na mastigacdo e formacdo do bolo
alimentar. Glicoproteinas mucosas, incluindo as mucinas salivares e glicoproteinas ricas em
prolina, aumentam a lubrificacdo para o bolo alimentar e facilitam a degluticdo. Neste fluido
também estdo presentes enzimas, incluindo a-amilases, proteases, lipases e glico-hidrolases,
que iniciam a digestdo parcial de componentes alimentares (AMANO et al., 2012; RUHL,
2012).

A saliva também exerce importante acdo defensiva contra danos promovidos por:
atagues mecanicos, quimicos e infecciosos, garantindo protecdo contra numerosas bactérias
orais e fungos, por meio de uma atividade antimicrobiana local exercida por enzimas,
imunoglobulinas, lisozima, lactoperoxidase e histaminas (APS; MARTENS, 2005;
ZALEWSKA et al., 2011). Esse fluido desempenha papel fundamental na manutencdo da
limpeza dos dentes através da remocao de detritos, o que pode ser reforcado pela atividade de
enzimas proteoliticas e glicoliticas. Através de um sistema de tamponamento, a saliva é capaz
de neutralizar substancias acidas. Em adi¢do, mantém a integridade do dente, facilitando os
processos de desmineralizagdo e remineralizacdégo (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001;
RUHL, 2012).

3.4 ASMA E DISTURBIOS ORAIS

Individuos asmaticos, na sua maioria criangas, apresentam um maior risco de
desenvolverem doencas orais comparados com os individuos ndo asmaticos. Ainda ndo esta
estabelecido se este incremento da presenca e severidade das doencas orais estd relacionado a
doenga ou a efeitos adversos da farmacoterapia utilizada para seu controle (ATTRILL;
HOBSON, 1984; RYBERG; MOLLER; ERICSON, 1991; ARNUP; LUNDIN; DAHLLOF,
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1993; MILANO, 1999).

Em 1987, Ryberg e colaboradores sugeriram que o aumento na prevaléncia de céries
esta associada ao uso prolongado de agonistas -2, que levam a uma diminuicdo do fluxo
salivar e de pH, reduzindo ou modificando os efeitos protetores da saliva. Outro estudo
relatou que criancas e adolescentes asmaticos apresentam uma diminuicdo do fluxo salivar e
esta reducdo tem relacdo direta com a severidade da doenca, sendo assim, quanto maior a
severidade da asma, menor o fluxo salivar (PAGANINI et al., 2011).

A diminuicdo do fluxo salivar também ja foi relatada em adultos asmaticos
(LENANDER-LUMIKARI et al., 1998). Foi demonstrado na literatura que pacientes
asmaticos apresentaram maior incidéncia de céries, doencas periodontais, diminuicéo do fluxo
salivar bem como aumento de lesdes na cavidade oral (LAURIKAINEN; KUUSISTO, 1998).
Um estudo relatou que o tratamento de pacientes asmaticos com agonistas -2 de longa
duracdo e corticoides, ambos administrados por via inalatria, causam uma diminuicdo no
fluxo salivar e um aumento no aparecimento da placa dentéria. Estes estudos sugerem que 0
aparecimento de caries e placas é devido pelo menos em parte a diminui¢do do fluxo salivar e
da IgA secretada (Tabela 01) (SAG et al., 2007).

Acredita-se que as medicacOes inalatdrias utilizadas para o tratamento da asma podem
deixar o individuo vulneravel ao aparecimento de céries, ja que estes medicamentos deixam
cavidade oral ressecada, o que predispde também ao aparecimento de fungos e pode

prejudicar a cicatrizacdo da mucosa (AGUILERA et al., 2005).



27

QUADRO 1: Possiveis causas dos distrbios orais em pacientes asmaticos.

Condicao da Possiveis causas
Saude Oral

Diminuigdo do fluxo salivar causado por agonistas 3-2

Aumento no nimero de Lactobacilli e Streptococcus mutans

Diminuicéo do pH salivar devido ao uso de inaladores

Fermentacgéo de carboidratos presentes nas medicacGes anti-asma

Aumento na frequéncia de consumo de bebidas cariogénicas

Reducéo da capacidade de a saliva atuar como tampé&o e do fluxo

salivar devido o uso de agonistas 3-2

Aumento da exposi¢do dos dentes a acidos

Fonte extrinseca — Refrigerantes &cidos — Acidez da medicacédo

Fonte intrinseca — Refluxo gastro-esofagico

Diminuicdo da protecdo salivar devido a reducdo do fluxo e da IgA

Doenga Periodontal secretada

Desidratacdo da mucosa alveolar devido a respiracao bucal

Alteracéo da resposta imune e aumento da concentragéo de IgE no

tecido gengival

e Aumento da incidéncia de calculo devido ao aumento dos niveis de
calcio e fosforo na saliva

e Diminuicdo da densidade mineral Ossea associada & corticoides
inalatorios

. e Imunossupressdo generalizada e efeitos anti-inflamatorios de

Candidiase Oral esteroides

e Aumento da concentracdo de glicose na saliva que pode promover o
crescimento e proliferacdo de Candida

e Baixo fluxo salivar

Caries Dentais

Erosao Dental

o NN o

Fonte: Adaptado de THOMAS et al., 2010.

Individuos asmaéticos apresentam uma diminui¢do na concentracdo de proteinas totais,
amilase, hexosamina, bem como na peroxidase salivar, em lisozimas e na IgA secretada
(RYBERG; MOLLER; ERICSON, 1991; ERSIN et al., 2006). Acredita-se que isto pode estar
relacionado ao maior indice de complica¢Ges orais, devido a alteragdes na composicdo da
saliva, afetando sua capacidade protetora da mucosa.

Diversos trabalhos clinicos e experimentais demonstraram que a hiposalivacdo causa
complicacgdes orais que incluem: xerostomia (queixa subjetiva de boca seca); aumento de
incidéncia e severidade das caries, doencga periodontal, candidiase, reducdo da cicatrizacéo,
lesGes teciduais na lingua e mucosa oral e Ulceras esofagicas, o que reduz a qualidade de vida
dos pacientes (SABINO-SILVA et al., 2009; ASPEN et al., 2012; KOCZOR-ROZMUS et al.,
2003). Portanto, existe a necessidade urgente de descobrir os mecanismos funcionais e
moleculares que promovem estas alterac6es do fluxo salivar. Considerando que o0 aumento da

secrecdo salivar € dependente de um aumento da perfusdo de glandulas salivares, entendemos
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que este é um pardmetro que deve ser analisado mesmo que ainda tenha sido pouco utilizado

na literatura.

3.5 ASMA E TERAPEUTICAS FARMACOLOGICAS

Embora a asma seja considerada uma doenga com obstrucéo reversivel das vias aéreas,
um subgrupo de pacientes desenvolve uma obstrucdo persistente irreversivel e progressiva.
Esses pacientes recebem altas doses de corticosteroides inalados durante a fase estavel da
doenca por no minimo 4 semanas. Os corticoides sdo 0s medicamentos mais potentes e
consistentemente eficazes para alcangar 0s objetivos do tratamento, como por exemplo,
beclometasona e budesonida. Estes medicamentos sdo, por conseguinte, a terapia indicada
para 0s pacientes com asma persistente, incluindo aqueles que tém asma geralmente bem
controlada (BEL, 2013). Entretanto, a utilizacdo de altas doses ou utilizagdo por longo
periodo de tempo podem causar efeitos adversos sistémicos resultando em retardo do
crescimento em criangas, osteoporose e distdrbios metabdlicos (BARNES, 2006).

Outra classe de medicamentos de acdo rapida sdo os 32-agonistas inalatérios, como o
salmeterol e o formoterol, que sdo necessarios para reverter a broncoconstri¢do e aliviar 0s
sintomas da crise asmatica (CAMPO et al., 2013). Apesar das vantagens associadas ao uso
desta classe de medicamentos, ensaios clinicos randomizados tém sugerido que o0s
broncodilatadores de acdo prolongada podem ser relacionados com um aumento do risco de
exacerbacOes graves de asma e mortes relacionadas a asma (BEL, 2013).

Estas terapias convencionais para o tratamento da asma ndo revertem os problemas
causados na cavidade oral, alguns destes medicamentos sdo apontados como causadores de
distdrbios na cavidade oral pela diminuicdo da secrecdo salivar, fato muito relatado por

pacientes asméaticos como uma sensacao de boca seca (xerostomia).

3.5.1 Pilocarpina

A pilocarpina é um antagonista muscarinico e os receptores muscarinicos tém funcéao
importante na secrecdo de liquido, resultando em grande volume de saliva secretada com
baixa concentracdo de proteina (GARRET, 1987). A pilocarpina, inicialmente extraida da
planta brasileira Pilocarpus jaborandi, produz seus efeitos pela interacdo com receptores

muscarinicos em glandulas exdcrinas (tais como glandulas salivares) e em masculo liso,
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proporcionando aumento do ténus muscular no sistema gastrintestinal, geniturinario, olhos e
trato respiratério. (FERGUSSON, 1993; HAMLAR et al., 1996).

Por ser um medicamento que se liga aos receptores muscarinicos de forma néo
seletiva, a pilocarpina promove uma grande quantidade de efeitos adversos, que parecem ser
dose-dependentes (HOLMES, 1999). A administragdo de pilocarpina produz uma resposta
inesperada como o0 aumento da pressdo arterial, 0 que estd associado ao aumento da
resisténcia vascular mesentérica, além de outros efeitos adversos, tais como a vasodilatacao
de glandulas salivares e a manutencdo de parametros na resisténcia vascular da musculatura
esquelética ou na frequéncia cardiaca, bem como rubor facial, sudorese excessiva, nauseas,
vomitos, distlrbios gastrintestinais, cefaleia, aumento da frequéncia urinéria e contragdo da
musculatura lisa (VIVINO et al., 1999; TAKAKURA et al., 2005; TAYLOR; ALHASHIMI,
1996).

Sabe-se que a pilocarpina é bastante utilizada para o tratamento de condicdes que
promovem reducdo da secrecdo salivar. Entre as principais patologias que promovem reducéo
da secrecdo salivar estdo a Sindrome de Sjogren, o diabetes mellitus, a hipertensdo arterial, a
sindrome metabdlica e a asma bronquica. Além disso, sabe-se que diversos farmacos
disponiveis no mercado também produzem intensa reducdo da secrecdo salivar: anti-
histaminicos, betabloqueadores, anticolinérgicos, anti-hipertensivos, antidepressivos,
antagonistas de receptores alfa e beta adrenérgicos e corticoides (WISEMAN; FAULDS,
1995; FIELD et al., 1997; TORRES et al., 2002).

Além disto, podem haver interacdes medicamentosas entre a pilocarpina e diversos
farmacos, principalmente os agonistas B-adrenérgicos e outros parassimpaticomiméticos
(GRISUS, 2001). Estudos relatam que pequenas doses de pilocarpina injetadas
intraperitonealmente induzem uma resposta pressora de longa duracdo (MOREIRA et al.,
2003; TAKAKURA et al., 2005).

A pilocarpina é contraindicada em pacientes asmaticos devido a sua acdo de constricao
da musculatura lisa das vias aéreas. No entanto, sabe-se que individuos asmaticos sem
tratamento e aqueles que recebem a terapia convencional com corticoides e agonistas beta-
adrenérgicos continuam apresentando reducdo da secrecdo salivar e danos severos em sua
satde oral (HAMLAR et al., 1996; PAGANINI et al., 2011).



30

4 MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental esta de acordo com os principios éticos de experimentacao
animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Alagoas (UFAL), sob protocolo de nimero 03/2014.

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus), pesando 200-250g, com 2 meses de
idade, obtidos junto ao Biotério Central da UFAL. Os animais foram acondicionados no
biotério do Laboratorio de Biologia Celular (LBC) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude (ICBS) nas seguintes condi¢fes: a) ciclo claro/escuro de 12 horas; b) temperatura

ambiente 23 + 2 °C; c) oferta plena de &gua e racao para roedores.

Os animais foram separados nos seguintes grupos experimentais (n = 6/grupo):
a) N&o-asmaticos tratados com salina (SAL): ratos sensibilizados com veiculo e
tratados com veiculo (salina estéril 0,9%);
b) Asmaticos tratados com salina (OVA): ratos sensibilizados com ovalbumina e
tratados com veiculo (salina estéril 0,9%);
c) Asmaticos tratados com Dexametasona (OVA+DEXA): ratos sensibilizados com

ovalbumina e tratados com dexametasona;

4.2 MODELO EXPERIMENTAL DE ASMA ALERGICA

Todos os animais receberam imunizacdo sisttémica por meio de administracdo
subcutanea (s.c.) de ovalbumina (OVA) (50 pg/animal) (Sigma Chemical, St. Louis, MO,
EUA) e hidroxido de aluminio (AI(OH)3) (5 mg/animal) (Alfa Aesar) diluido em solucdo de
TRIS 0,01M; HCI 1N e 2,9 g NaCl com volume final de 200 pl nos dias 0, 7 ¢ 14 (CONRAD
et al.,, 2009). Nos dias 21, 22 e 23, os animais foram anestesiados com uma injecédo
intraperitoneal (i.p) de xilazina (12 mg/kg) (Ceva) e cetamina (80 mg/kg) (Ceva) para a
realizacdo dos desafios antigénicos através da administragdo intranasal (i.n) de OVA (25

pg/25 ul) nos animais asmaticos. Os animais controles foram desafiados com o mesmo
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volume de solugdo salina (veiculo). Os animais do grupo DEXA receberam tratamento com

dexametasona (2 mg/kg; i.p.) (Farmace), 60 min. antes de cada desafio antigénico (Figura 05).

Figura 06 — Esquema ilustrativo do modelo de asma alérgica induzida por ovalbumina e tratamento com
dexametasona
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FONTE: Elaborado pelo autor.

SAL: salina. OVA: ovalbumina; Al (OH),: hidroxido de aluminio.

4.3 COLETA DA SALIVA NAO ESTIMULADA E ESTIMULADA

No 25° dia ap6s anestesiados com tiopental sddico (60 mg/kg; i.p.), os animais foram

submetidos a coleta da saliva ndo estimulada pelo método do algoddo, no qual quatro

pequenas esferas de algodao foram inseridas na cavidade oral do animal e permaneceram por

10 min. A quantificagdo do volume foi feita através da relacdo peso seco/peso umido de

eppendorfs previamente pesados com as esferas de algoddo secas e posteriormente com as

esferas Umidas no qual cada 1 mg foi considerado 1 pL (Sabino-Silva et al., 2009; Sabino-

Silva et al., 2013). Logo apds a retirada das esferas foi administrado nos animais pilocarpina

(2 mg/kg; i.p.), droga utilizada para estimular a secrecdo salivar, e a saliva estimulada foi

coletada por 10 min, os quais foram contados a partir do momento que o animal iniciou a

salivacdo (Saad et al., 2003).
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4.4 OBTENCAO DO LAVADO BRONCOALVEOLAR

Apls o periodo de 48 horas do ultimo desafio antigénico, os animais foram
anestesiados com tiopental sddico (60 mg/kg; i.p.) e foi realizado o lavado broncoalveolar
(BAL) através da exposicao da traqueia e inser¢do de uma canula de polietileno conectada a
uma seringa de 1 mL. O pulmao foi lavado duas vezes com PBS (Phosphate Saline Buffer)
obtendo um volume final de 1 mL e o liquido recolhido foi centrifugado a 1500 rpm (rotacdes
por minuto) por 10 minutos a 5 °C. O sobrenadante foi recolhido, aliquotado e armazenado
em freezer de ultrabaixa temperatura -80 °C. As células concentradas no tubo foram
ressuspensas em PBS e diluidas na solucdo de Turk (1:100) para a contagem de leucdcitos
totais em camara de Neubauer por microscopia optica (x20) (BX4, OLYMPUS). Uma
amostra de 100 pl dessas células foi utilizada para o preparo de citoesfregagos e as laminas
foram posteriormente coradas pelo método de May-Grunwald-Giemsa para a contagem
diferencial das células baseado nos critérios normais de morfologia, classificando-as como
eosinofilos, neutréfilos ou mononucleares com o auxilio um microscépio Optico com a
objetiva de x100.

4.5 COLETA DE TECIDO PULMONAR E DA GLANDULA SALIVAR

Assim que o BAL foi coletado, a perfusdo pulmonar foi iniciada, por meio de uma
canula introduzida na artéria pulmonar, para administracdo de salina fisioldgica tamponada
(salina EDTA, pH 7,4; 0,01M) a partir de um reservatério 25 cm acima do coracdo do animal
gue garantia uma pressdo fisioldgica de perfusdo (MONTEIRO et al., 2004). No mesmo
momento, uma incisdo foi realizada no ventriculo esquerdo do coragao para evasdo do sangue
e, consequente, limpeza do Orgdo. Este procedimento provocou a eutanasia do animal por
exsanguinacdo. Depois que a superficie dos pulmdes tornou-se branca, o0 mesmo foi removido
e armazenado em solucgdo neutra tamponada de formol a 10% para fixagdo durante 24 horas.
Apos a coleta dos pulmdes, a regido do pescoco foi exposta e as glandulas submandibulares

foram retiradas e também fixadas.
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4.6 PROCESSAMENTO E ANALISE HISTOLOGICA

Ap0s a fixacdo do pulmao em solucdo neutra tamponada de formol a 10%, 0 mesmo
foi desidratado por diferentes concentracdes de etanol, clarificado por xilol, e incluido em
parafina. Em seguida, o material parafinado foi levado ao microtomo (Leica RM2125) para a
realizacdo de cortes de 5 um. Logo apds, os cortes foram desparafinados com xilol,
reidratados por concentracdes decrescentes de etanol e submetidos a coloracbes para
avaliacdo estrutural (Hematoxilina-Eosina - HE), producdo de muco (Acido Periodico de
Schiff - PAS). A andlise foi realizada por microscopia de luz convencional. O mesmo
procedimento de inclusdo em parafina foi realizado com a glandula submandibular, porém
foram realizadas as coloracfes de Hematoxilina-Eosina e Tricbmio de Masson (para observar
a deposicdo de colageno).

A combinacdo mais tradicional de corantes usada em histologia é a HE, pois distingue
os diversos componentes estruturais celulares da matriz extracelular. A hematoxilina possui
caracteristica quimica alcalina, ou seja, tem atracdo por elementos acidos que compdem 0s
tecidos (acidofila), tais como as proteinas, o reticulo endoplasmaético rugoso e os acidos
nucleicos, conferindo a essas estruturas a cor azul-purpura. J& a eosina, por ser um corante
com caracteristica &cida (basofila), apresenta afinidade predominante pelo citoplasma,
corando-o de réseo a vermelho. A coloracdo PAS é frequentemente usada para identificar
glicogénio nos tecidos. A reacdo do PAS oxida seletivamente os residuos de glicose,
produzindo aldeidos que reagem com o Reagente de Schiff e produz uma cor rosa-magenta.
Assim, é usada para corar estruturas que contém uma alta propor¢do de macromoléculas de
carboidratos (glicogénio, glicoproteina e proteoglicanos), tipicamente encontradas no muco
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).

4.6.1 Quantificagdo de muco no parénquima pulmonar

Para avaliar os niveis da producdo de muco no pulmao, fotomicrografias de 10 campos
aleatdrios por lamina foram realizadas usando camera digital (DP25, OLYMPUS) adaptada ao
microscopio (40x) (BX41 OLYMPUS). A an lise quantitativa das imagens foi realizada através do
programa ImageJe 1.47 (National Institutes of Health (NIH) - EUA). Por meio deste programa foi
realizada a determinacdo do percentual de producdo de muco através do reconhecimento da cor

relativa as estruturas de interesse (muco) e calculo da densidade de area, que foi definida pelo
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quociente entre area ocupada pela quantidade de muco produzido pelas células epiteliais

brénquicas e a area total do campo analisado.

4.7 AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS DA SALIVA

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada pelo método colorimétrico descrito
por BRADFORD (BRADFORD, 1976), utilizando o Reagente de Bradford (Sigma Sigma
Chemical, St. Louis, MO, EUA). A reacdo é baseada na formacdo de complexos entre o
corante de Coomassie Brilliant Blue com a cadeia polipeptidica. Uma aliquota de 2 puL de
cada amostra foi agrupada em placa de 96 pocos, assim, nos quais foram adicionados 196 pL
de Reagente de Bradford. Uma curva padrdo foi montada com albumina sérica bovina (1
mg/mL). Apos a disposicdo das amostras, a absorbancia foi obtida em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 630 nm.

4.8 AVALIACAO DOS PARAMETROS ELETROFISIOLOGICOS

Em outro conjunto de animais, foi realizado todo processo de sensibilizacdo e desafio
antigénico e 48 horas apds o ultimo desafio os animais foram anestesiados com tiopental
sodico (60 mg/kg) e submetidos a analises eletrofisioldgicas, de parametros respiratorios.

Para andlise dos parametros respiratorios, foi realizado um acesso a traqueia para inserir
uma canula de polietileno que fez a manutencdo prévia das vias aéreas e em seguida, esta
canula foi ligada a um cabecal conectado ao sensor do espirémetro para avaliacdo da funcao
pulmonar. Este processo avalia a funcdo pulmonar através do volume corrente que dara a
frequéncia respiratoria. Os dados sdo descritos em volts e convertidos em mililitros (10 v — 1
ml).

O registro basal foi realizado durante os primeiros 10 minutos e entdo a pilocarpina (2
mg/kg; i.p.) foi administrada e foi realizado 20 minutos de registro. Todos os dados obtidos
foram enviados para o Power Lab 4/30 Stimulator (ADInstruments) e por meio do programa

LabChart foram obtidos os registros dos parametros.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + EPM. Estes foram comparados por meio

de analise de variancia (ANOVA) de uma via para dados independentes, utilizando-se o p6s-
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teste Student-Newman-Keuls. Essas andlises foram feitas com o auxilio do programa
computacional GraphPad Prism (GraphPad, versdo 5.0, USA). O nivel de significancia

estabelecido foi de 5% (valor descritivo de p< 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 ESTRUTURA HISTOLOGICA DO EPITELIO BRONQUIOLAR

Apos a coloracdo de H.E. (Hematoxilina-Eosina) observou-se que os pulmdes dos
animais que ndo sofreram estimulo alérgico apresentaram uma estrutura tecidual livre de
células inflamatdrias na regido peribronquica, ja os animais previamente sensibilizados e
estimulados com OVA desenvolveram mudancas morfoldgicas, como a presenca de infiltrado
celular inflamatério rico em eosinofilos em areas perivasculares e peribronquicas quando
comparado com os pulmdes dos animais controle (SAL). Os animais OVA+DEXA também
apresenta uma presenca de infiltrado inflamatorio, porém com menor intensidade do que o

observado nos animais OVA.(Figura 07).

FIGURA 07 - Estrutura histol6gica do epitélio bronquiolar.
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Fotomicrografias da estrutura do epitélio bronquiolar coradas pelo método de Hematoxilina-Eosina de Animais
ndo asmaticos tratados com salina (SAL), Animais asmaticos nao tratados (OVA), Animais asmaticos tratados
com dexametasona (OVA+DEXA). Aumento: 20X.
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5.2 PRESENCA DE MUCO NO LUMEN DO EPITELIO BRONQUIOLAR

As fotomicrografias apresentadas na Figura 08 mostram que 0s animais asmaticos
(OVA) apresentam um aumento qualitativo na presenca de muco no limen do epitélio
bronquiolar, corado em rosa-magenta, quando comparado aos animais ndo-asmaticos (SAL).
Os animais asmaéticos tratados com dexametasona (OVA+DEXA) apresentaram menor
presenca de muco quando comparados com 0s animais do grupo OVA. O gréafico da Figura 08

demonstra quantitativamente as alteracdes descritas nas fotomicrografias.

FIGURA 08 — Presenca de muco do epitélio bronquiolar.

\

% de presenga de muco

Fotomicrografias com marcacdo de muco do epitélio bronquiolar e sua respectiva quantificacdo em Animais ndo
asmaticos tratados com salina (SAL), Animais asmaticos ndo tratados (OVA), Animais asmaticos tratados com
dexametasona (OVA+DEXA). Aumento: 20x. Andlise histologica e quantificagdo do muco. Setas pretas indicam
0 muco produzido no epitélio bronquiolar corado de rosa-magenta. Quantificacdo da presenca de muco no
epitélio bronquiloar. Dados apresentados por média + E.P.M. de 6 animais analisados por One-way ANOVA
seguido por Newman-Keuls-multiple comparison test. *p<0,05 vs SAL; #p<0,05 vs OVA.
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5.3 PARAMETROS GERAIS DE CARACTERIZACAO DA ASMA ALERGICA

5.3.1 Contagem total de células no BAL

O desafio intranasal com OVA, por trés dias consecutivos, em ratos previamente
sensibilizados, aumentou (p< 0,05) o nimero de leucdcitos totais no lavado broncoalveolar
(315%; 3,286+0,28), quando comparado com os animais controle (SAL 0,79+0,10). Ja os
animais OVA+DEXA apresentaram uma diminuicdo (p< 0,05) na quantidade de leucdcitos
totais quando comparados aos animais OVA (43,03%, 1,414+0,26) (Figura 09).

Figura 09 — Avalia¢do do influxo de leucdcitos totais no BAL
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Animais ndo asmaticos tratados com salina (SAL), Animais asmaticos ndo tratados (OVA), Animais
asmaticos tratados com dexametasona (OVA+DEXA). Dados apresentados por média + E.P.M. de 6
animais analisados por One-way ANOVA seguido por Newman-Keuls-multiple comparison test.
*p<0,05 vs SAL; #p<0,05 vs OVA.

5.3.2 Contagem diferencial de células no BAL

A contagem diferencial mostrou um aumento (p< 0,05) nos animais OVA em relagéo
aos animais SAL na contagem de eosindfilos, neutréfilos e mononucleares (416%;
0,416+0,06; 358,49%; 0,607+0,14; 319%; 2,075+0,18, respectivamente). Além disso, 0s
animais OVA+DEXA apresentaram uma reducdo (p< 0,05) de eosindfilos e mononucleares
em relagdo aos animais OVA (21%,; 0,087%0,24; 54%; 1,123+0,22 respectivamente) (Figura
10).
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Figura 10 — Contagem diferencial das células inflamatérias no BAL
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Animais ndo asmaticos tratados com salina (SAL), Animais asmaticos ndo tratados (OVA), Animais
asmaéticos tratados com dexametasona (OVA+DEXA). Dados apresentados por média + E.P.M. de 6 animais
analisados por One-way ANOVA seguido por Newman-Keuls-multiple comparison test. #p<0,05 vs SAL,;
*p<0,05 vs OVA. (A) contagem de neutréfilos; (B) contagem de eosindfilos; (C) contagem de
mononucleares.

5.4 AVALIACOES ELETROFISIOLOGICAS DOS PARAMETROS RESPIRATORIOS

Os animais asmaticos (OVA) apresentaram volume corrente reduzido na analise
total do registo (de 0 até 20 minutos) (p< 0,05) quando comparado aos animais controles
(SAL). Os animais asmaticos tratados com dexametasona (OVA+DEXA) também
apresentaram esta reducdo (p< 0,05) quando comparados aos animais do grupo SAL,
porém apresentaram um aumento (p< 0,05) quando comparados aos OVA (FIGURA 11).
Na anélise entre cada ponto (mesmo minuto), foi observado que no minuto 8 ocorreu
diminuigéo (p< 0,05) entre os animais OVA em relagdo aos SAL e na analise dos valores
basais (de 0 até 10 minutos) entre cada grupo ndo houve diferenga (p> 0,05) (Figura 11.B).
A injecdo de pilocarpina ndo alterou o volume corrente nos animais.

Na anélise do volume corrente em funcdo do peso do animal (Figura 12), foi
observado que os animais asmaticos (OVA) apresentaram um decaimento na analise total

do registo (de 0 até 20 minutos) (p< 0,05) em relacdo ao grupo controle (SAL). Ja os



animais asmaticos tratados com dexametasona (OVA+DEXA) apresentaram um aumento
(p< 0,05) em relacdo aos animais do grupo OVA. Na andlise entre cada ponto, foi
observado que no minuto 8 houve uma diminuicdo (p< 0,05) entre os animais OVA em
relacdo aos SAL e na analise dos valores basais (de 0 até 10 minutos) (Figura 11.B) entre

cada grupo ndo ocorreu diferenca (p> 0,05). A injecéo de pilocarpina ndo alterou o volume
corrente nos animais.

Figura 11: Analise Respiratoria — Volume Corrente
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Avaliacdo do volume corrente de Animais ndo asmaticos tratados com salina (SAL), Animais asmaticos
ndo tratados (OVA), Animais asmaticos tratados com dexametasona (DEXA). Dados apresentados por
média £ E.P.M. de 6 animais analisados por One-way ANOVA seguido por Newman-Keuls-multiple
comparison test. Seta indica administracdo de pilocarpina. (A) demonstracdo dos dados ao longo do tempo,
sendo 10 minutos 0 momento da inje¢do da pilocarpina. (B) média basal dos grupos (do tempo 0 ao 10)
.*p<0,05 vs SAL; #p<0,05 vs OVA. &p<0,05 vs SAL para analise entre grupos no mesmo tempo (min).

40
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Figura 12: Anélise do Volume Corrente em Funcdo do Peso
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Avaliacdo do volume corrente em funcdo do peso de Animais ndo asmaticos tratados com salina (SAL),
Animais asmaticos ndo tratados (OVA), Animais asmaticos tratados com dexametasona (DEXA). Dados
apresentados por média + E.P.M. de 6 animais analisados por One-way ANOVA seguido por Newman-
Keuls-multiple comparison test. Seta indica administracdo de pilocarpina. (A) demonstracdo dos dados ao
longo do tempo, sendo 10 minutos 0 momento da injecdo da pilocarpina. (B) média basal dos grupos (do
tempo 0 ao 10 minutos) .*p<0,05 vs SAL,; #p<0,05 vs OVA. &p<0,05 vs SAL para analise entre grupos no
mesmo tempo (min).

A frequéncia respiratoria (FIGURA 13) néo foi alterada entre os grupos (p> 0,05), no
entanto, todos os grupos tendem a uma diminuicdo apos a administracdo da pilocarpina. Nas
analises em cada ponto (mesmo minuto) e na comparagdo dos valores basais (0 até 10

minutos) também ndo ocorreu diferenca estatistica (p> 0,05).



Figura 13: Analise da Freguéncia Respiratoria
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Avaliaco da frequéncia respiratéria de Animais ndo asméticos tratados com salina (SAL), Animais
asmaticos ndo tratados (OVA), Animais asmaticos tratados com dexametasona (DEXA). Dados apresentados
por média + E.P.M. de 6 animais analisados por One-way ANOVA seguido por Newman-Keuls-multiple
comparison test. Seta indica administracdo de pilocarpina. (A) demonstracdo dos dados ao longo do tempo,
sendo 0 o momento da inje¢do da pilocarpina. (B) média basal dos grupos (do tempo 0 ao 10).

Quanto ao registro do volume minuto (Figura 14) observa-se que os animais do
grupo OVA e OVA+DEXA apresentaram um decaimento (p< 0,05) em relacdo aos
animais do grupo SAL. Além disto, os animais OVA+DEXA também apresentaram uma
diminuicdo (p< 0,05) quando comparados com OVA. Na anélise entre cada ponto (mesmo
minuto), observamos que nos tempos 8 minutos e 14 minutos ocorreu diminuicdo (p<
0,05) do volume minuto nos animais OVA em relagdo aos SAL. Os animais OVA
apresentaram reducdo (p< 0,05) do volume minuto durante o periodo basal em comparagédo
com animais SAL. O tratamento com dexametasona reverteu este parametro em animais

asmaticos.

42



43

Figura 14: Andlise do Volume Minuto
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Avaliacdo do volume minuto de Animais ndo asmaticos tratados com salina (SAL), Animais asmaticos ndo
tratados (OVA), Animais asmaticos tratados com dexametasona (DEXA). Dados apresentados por média +
E.P.M. de 6 animais analisados por One-way ANOVA seguido por Newman-Keuls-multiple comparison
test. Seta indica administracdo de pilocarpina. (A) demonstracdo dos dados ao longo do tempo, sendo 0 o
momento da injecdo da pilocarpina. (B) média basal dos grupos (do tempo 0 ao 10) .*p<0,05 vs SAL;
#p<0,05 vs OVA. &p<0,05 vs SAL para analise entre grupos no mesmo tempo (min).

5.5 ESTRUTURA HISTOLOGICA DA GLANDULA SUBMANDIBULAR

Os animais controle (SAL) apresentaram normalidade na avaliacdo dos componentes
acinoso e ductal da glandula submandibular e auséncia de espacamentos no parénquima
glandular. Os animais OVA apresentaram espacamentos no parénquima glandular na anéalise
mudancas morfologicas na glandula submandibular. Esta alteracdo também foi encontrada nos
animais do grupo OVA+DEXA. (Figura 15). Na Figura 16 podemos observar a deposicéo de
colageno de maneira similar nas glandulas submandibulares dos animais SAL, OVA e
OVA+DEXA.
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FIGURA 15 - Estrutura histolgica da glandula submandibular

Fotomicrografias da estrutura da glandula submandibular coradas pelo método de Hematoxilina-Eosina de
Animais ndo asmaticos tratados com salina (SAL), Animais asmaticos ndo tratados (OVA), Animais
asmaticos tratados com dexametasona (OVA+DEXA). De A-C aumento de 20x. De D-F aumento de 40x.

Fotomicrografias da deposicéo de colageno na glandula submandibular coradas pelo método de Tricomio de
Masson de Animais nao asmaticos tratados com salina (SAL), Animais asmaticos ndo tratados (OVA),
Animais asméticos tratados com dexametasona (OVA+DEXA). Aumento: 20x.

5.6 PARAMETROS SALIVARES

Os animais asmaticos (OVA) e os animais asmaticos tratados do dexametasona
(OVA+DEXA) apresentaram uma diminuicao significativa (p< 0,05) na secre¢do salivar ndo-
estimulada (39%; 0,171+0,03; 57,81%; 0,248+0,04, respectivamente) quando comparados aos
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ndo-asmaticos (SAL). Este padrdo com a diminuigdo do fluxo salivar nos animais OVA e
OVA+DEXA foi mantido mesmo com a estimulagdo com pilocarpina (42%; p< 0,05;
29,15+3,16; 48%; 33,05+3,17, respectivamente) (Figura 17).

Figura 17: Quantificacdo da secre¢do salivar ndo-estimulada e estimulada por pilocarpina
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Secrecdo salivar ndo-estimulada (A) e secre¢do salivar estimulada por pilocarpina (B) em Animais ndo asmaticos
tratados com salina (SAL), Animais asmaticos ndo tratados (OVA), Animais asmaticos tratados com
dexametasona (OVA+DEXA). Dados apresentados por média £ E.P.M. de 6 animais analisados por One-way
ANOVA seguido por Newman-Keuls-multiple comparison test.*p<0,05 vs SAL; #p<0,05 vs OVA.

5.7 CONCENTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS NA SALIVA

Os animais asmaticos tratados com dexametasona (OVA+DEXA) apresentaram uma
reducdo (p< 0,05) na sua dosagem de proteinas totais quando comparados aos animais SAL e
OVA.

Figura 18 - Concentracdo de proteinas totais na saliva.
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Concentracdo das proteinas totais presentes na saliva estimulada em Animais ndo
asmaticos tratados com salina (SAL), Animais asmaticos ndo tratados (OVA),
Animais asmaticos tratados com dexametasona (OVA+DEXA). Dados apresentados
por média £ E.P.M. de 6 animais analisados por One-way ANOVA seguido por
Newman-Keuls-multiple comparison test. *p<0,05 vs SAL; #p<0,05 vs OVA.
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6 DISCUSSAO

Este estudo avaliou a secrecdo salivar em animais submetidos a um modelo
experimental de asma alérgica induzida por ovalbumina. Os principais achados deste trabalho
foram que os animais com asma alérgica (grupo OVA) apresentaram uma diminuigdo da
secrecdo salivar, o que foi parcialmente revertido pelo tratamento padrdo com corticoide
(grupo OVA+DEXA). Além disso, 0s animais asmaticos apresentaram um desarranjo no
parénquima glandular o que pode estar ligado ao processo de hiposalivacéo.

A andlise da contagem total e diferencial de células, provenientes do lavado
broncoalveolar, mostrou que os animais submetidos a sensibilizagdo com ovalbumina
apresentaram um maior infiltrado de células (leucdcitos) totais, bem como de células
(eosinofilos) que caracterizam a inflamacao de origem alérgica. Ja os animais sensibilizados
com ovalbumina e pré-tratados com dexametasona, apresentaram uma diminui¢do no nimero
destas células totais e especificas, mostrando que o tratamento foi capaz de reverter
parcialmente as alteracfes promovidas pela inducdo da asma. Este aumento na contagem de
células totais e especificas, ou seja, 0 seu maior recrutamento para o sitio inflamatério apds o
desafio com ovalbumina e a posterior diminuigdo ap6s o tratamento com corticoides ja esta
bem descrito na literatura (HASANIN; MURAD, 2014; JIN et al., 2013).

Vale a pena ressaltar que outros modelos experimentais de asma alérgica induzida por
ovalbumina, subcutaneo e inalatorio ou ainda utilizando a bactéria Bordetella pertussis bacilli
como adjuvante, também apresentam estes parametros inflamatérios celulares (HU et al.,
2013; XUE-YAN et al., 2013; CHENG-YE et al., 2013). A caracterizacdo de repercussoes
respiratérias desencadeadas pela asma foi realizada pela analise funcional respiratoria,
especialmente evidenciada na reducao do volume minuto em periodo basal. O tratamento com
dexametasona reverteu parcialmente as alteragdes desencadeadas pela asma, apresentando
uma elevacdo no volume corrente e no volume corrente em funcdo do peso quando
comparamos 0s animais do grupo OVA+DEXA com os animais OVA..

Pelo nosso conhecimento este € o primeiro trabalho da literatura que monstrou redugéo
da secrecdo salivar em modelo experimental de ratos asmaticos. Verificamos que este modelo
experimental de asma alérgica induzida por ovalbumina leva a uma reducéo significativa da
secrec¢do salivar em animais asmaticos e que o tratamento com corticoide (dexametasona) ndo
reverte esta hiposalivacdo. Em sintonia com este resultado, Paganini e colaboradores (2011),
utilizando a secrecdo salivar de criangas asmaticas, mostraram que o fluxo salivar é

estatisticamente reduzido e ainda salienta que mais de 50% de crian¢as asmaticas apresentam
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esta reducdo. Este estudo aponta ainda para a relagdo direta da redugdo salivar com a
severidade da asma (PAGANINI et al.,, 2011). No entanto, como 0 tratamento com
dexametasona promove repercussdes respiratorias mas ndo altera o fluxo salivar, acreditamos
que a reducdo da funcdo respiratdria ndo contribui diretamente com a reducdo da secrecao
salivar.

Outros estudos, também realizados em humanos (adultos e criangas), corroboram com
este resultado, reafirmando a presenca de diminuicdo da secrecdo salivar em individuos com
asma (RYBERG; MOLLER; ERICSON, 1987; 1991; BJERKEBORN et al., 1987,
LENANDER & LUMIKARI et al., 1998; SAG et al., 2007).

Acreditamos que o estabelecimento deste modelo de hiposalivagdo em animais
asmaticos poderd contribuir significativamente para o0 entendimento de eventos
patofisioldgicos que promovem este agravo.

Sabendo que a saliva possui um papel muito importante na prote¢do da mucosa oral, a
diminuicdo deste fluido rico em proteinas, quimiocinas e anticorpos pode levar a diversos
problemas na salde oral, sendo assim, diversos autores relatam a relacdo entre a asma e a
maior prevaléncia de disturbios orais (De ALMEIDA et al., 2008). A associacdo da asma com
a saude oral, como por exemplo, as caries dentais, a erosdo dental, doencas periodontais e
mudancas na mucosa oral vém sendo assunto de debates por diversos cientistas desta area
(STEINBACHER; VEERMAN, 2002).

Alguns trabalhos mostram que o tratamento com agonistas -2 promove a diminuigdo
do fluxo salivar e aumentam o risco de aparecimento da carie dental. Além disso, a reducédo
na producdo de saliva pode afetar o balan¢o quimico natural da mucosa oral (RYBERG;
MOLLER; ERICSON, 1987; AL-DLAIGAN; SHAW; SMITH, 2002; JOHANSSON;
ERICSON, 1987).

Tendo em vista que se faz presente na literatura informagOes de que pacientes
asmaticos apresentam uma diminuicdo na concentragdo de proteinas totais na saliva quando
comparados aos pacientes que nao apresentam asma (RYBERG; MOLLER; ERICSON,
1991), investigamos a concentracdo de proteinas totais em animais com asma alérgica
induzida por ovalbumina. Néo foi observado alteragfes na concentra¢do de proteinas totais
nos animais asmaticos, no entanto, foi observado, pela primeira vez, diminui¢cdo nos animais
asmaticos tratados com dexametasona.

Buscando compreender se a diminui¢do do fluxo salivar em pacientes com asma esta
associada a alteragfes histologicas em glandulas submandibulares, realizamos analise com

coloracédo de hematoxilina-eosina. A andlise dos achados histopatologicos mostrou a presenca
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de espacamentos no parénquima glandular dos animais sensibilizados com ovalbumina sem
tratamento e naqueles que foram tratados com dexametasona. Com o intuito de elucidar se ha
presenca de fibrose na glandula submandibular poderia estar envolvida na diminui¢do da
secrecdo salivar, foi realizada a coloracdo de tricomio de Masson. Esta nos revelou que a
deposicéo de colageno de forma similar em animais ndo-asmaticos e asmaticos. E importante
salientar que ndo foram encontradas na literatura outros trabalhos com analise histoldgica da
glandula salivar em modelo murino de asma alérgica.

Estudos mostram que a hiposalivacdo pode ser um indicativo de uma desordem na
glandula salivar e que o uso continuo de diversos medicamentos com efeitos colaterais
anticolinérgicos podem causar uma destruicdo irreversivel da glandula salivar (SHIP, 2002;
SHIP; PILLEMER; BAUM, 2002). Acreditamos que estes espacamentos possam estar
envolvidos nas alteracdes da secrecao salivar.

Muitas medicacGes podem causar uma disfuncdo salivar, principalmente as que
possuem efeitos anticolinérgicos pela inibicdo da ligacdo da acetilcolina com os receptores
muscarinicos nas células acinares (BAUM et al., 1993). Dentre estes farmacos estdo os anti-
histaminicos, betabloqueadores, anticolinérgicos, anti-hipertensivos, antidepressivos,
antagonistas de receptores a e B adrenérgicos e corticoides (STRECKFUS et al., 1994;
WISEMAN; FAULDS, 1995; FIELD et al., 1997; TORRES et al., 2002).

O tratamento farmacoldgico para a hiposalivacao € feito através de secretagogos como
a pilocarpina, que aumenta as secre¢des corporais diminuindo a sensacdo de boca seca
(JOHNSON et al., 1993; NIEDERMEIER et al., 1998; VIVINO et al., 1999).

A pilocarpina € normalmente utilizada na terapéutica como um agente estimulante da
secrecao salivar (FERGUSON, 1993) na dose de 5mg/kg (dose esta também utilizada neste
estudo), porém apresenta diversos efeitos adversos como a contragdo da musculatura lisa,
sendo contra indicado para pacientes asmaticos ou com doenca pulmonar cronica obstrutiva
(CPOD).

Na literatura é visto que a pilocarpina apresenta uma maior eficacia na correcdo da
disfuncdo da glandula salivar quando comparada com outros agonistas muscarinicos e isto
provavelmente ocorre devido a combinagdo do estimulo da glandula salivar junto com a
manutencdo da pressdo arterial devido a um equilibrio entre dois mecanismos opostos:
hipotensor periférico e mecanismos centrais hipertensivos ativados pela pilocarpina.
Entretanto, é necessario considerar que o tratamento pode desencadear um efeito hipertensivo
(TAKAKURA et al., 2011).

Outro estudo mostra que injecdes periféricas de pilocarpina na dose de 4 umol/kg
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reduz a resisténcia vascular da glandula salivar, apesar de aumentar a presséo arterial e a
resisténcia vascular mesentérica; enquanto que administrada intraperitonealmente a
pilocarpina aumenta o fluxo sanguineo nas glandulas salivares, o que explica a eficacia desta
em induzir a salivacdo (MOREIRA et al., 2003).

Acredita-se que para induzir a salivacdo a pilocarpina depende da ativagédo de
mecanismos centrais (MOREIRA et al., 2001, 2002; TAKAKURA et al., 2003, 2009;
BORELLA et al., 2008). Estudos sugerem que o efeito pressor da pilocarpina é dependente da
ativacdo simpatica e da secrecdo de vasopressina para a ativacao de receptores muscarinicos
(HOFFMAN et al., 1977; IMAI et al., 1989).

Apesar do grande avango no entendimento da importancia da perfusdo sanguinea e das
proteinas que promovem o transporte de agua na secrecdo salivar em condicdes
fisiopatoldgicas ainda é necessario a inser¢do de coleta de saliva para correlacionar com
classicos parametros de indicacdo de severidade destas doengas crénicas, como a asma. Isto
permitird a criacdo de novas estratégias tanto para o estabelecimento de terapias para o
restaurar a secrecdo salivar e saude oral nestes individuos, como para a utilizacdo da saliva
como fluido diagnoéstico. As vias de sinalizacdo e mecanismos moleculares pelos quais

ocorrem esta diminuicdo de fluxo salivar na asma ainda precisam ser investigados.
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7 CONCLUSAO

O conjunto dos resultados do presente trabalho mostra pela primeira vez que o modelo
de asma alérgica induzida por ovalbumina em ratos promove diminui¢do da secrecdo salivar
ndo-estimulada e estimulada por pilocarpina. Além disso, verificou-se que a dexametasona
ndo promove alteraces de fluxo salivar e reduz a concentracdo de proteinas na saliva, apesar
de promover incremento da funcdo respiratoria. O presente estudo também contribui para
revelar que pacientes asmaticos e pacientes asmaticos sob tratamento com dexametasona

estdo com alto risco de desenvolver hipossaliva¢do e danos a sua satde oral.
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