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RESUMO

O estudo teve como objetivo analisar o impacto do tratamento repetido com a toxina
botulinica tipo A na estrutura glandular e na microbiota oral de ratas. Utilizou-se 35 ratas
Wistar (Rattus norvegicus albinus), divididas em trés grupos: o grupo C (controle, n=7),
onde os animais nao sofreram nenhuma intervencdo; o grupo G (n=14), submetido a
injecdo intraglandular com o estabilizante da toxina botulinica tipo A que é a gelatina
bovina; e o grupo B (n=14) tratado com 2.5U de BoNT-A (Prosigne®, Cristalia, SP, Brasil).
Os grupos tratados receberam trés aplicacbes no complexo submandibular-sublingual,
intervaladas a cada 35 dias. Os grupos G e B foram subdivididos em 2 subgrupos de
acordo com o dia da eutanasia: 12 e 35 dias ap6s o fim do tratamento, datas em que 0s
espécimens glandulares foram coletados para proceder as analises histométricas,
relativas a area dos acinos e espessura dos ductos estriados, e as analises
imunoistoquimicas com marcacao para calponina, actina musculo-especifica e analise da
apoptose pelo método TUNEL. Antes e ap0s 12 dias do tratamento, a microbiota oral da
regido sublingual foi coletada para quantificacdo das Unidades Formadoras de coldnias
(UFCs) e caracterizacao geral dos géneros bacterianos. Através dos testes de Mann-
Whitney e de Wilcoxon, verificou-se uma diminuicdo da area acinar mucosa e serosa com
aumento do espaco intersticial no grupo B apds 12 dias do tratamento, tais caracteristicas
foram constatadas em menor grau apés 35 dias. Ainda no grupo analisado apos 12 dias,
as imunomarcacgdes sugerem uma acao da BoNT-A na diminuicdo de células mioepitelias
da regido acinar serosa além de evidéncias de apoptose. Nado houve diferenca
estatisticamente significante na contagem de UFCs nem no padrdo da colonizacao
bacteriana dos animais. A aplicacdo repetida de BoNT-A provocou alteracdes histolégicas
em glandulas submandibulares de ratos apds 12 e 35 dias com aparente carater
reversivel. No entanto, ndo foi capaz de alterar a microbiota oral dos animais. Os
resultados evidenciam a seguranca no uso crénico da BoNT-A no complexo
submandibular-sublingual de ratas.

Palavras-chave: Toxinas botulinicas tipo A. Glandulas salivares. Ratos Wistar.

Microbiologia.



ABSTRACT

The aim of the study was to analyze the impact of repeated treatment with botulinum toxin
type A on the glandular structure and oral microbiota of rats. Thirty five Wistar rats (Rattus
norvegicus albinus) were divided into three groups: group C (control, n = 7), where the
animals were not treated; The G group (n = 14) underwent intraglandular injection with the
botulinum toxin type A stabilizer which is bovine gelatin; and group B (n = 14) treated with
2.5U botulinum toxin type A (Prosigne®, Cristalia, SP, Brazil). The treated groups received
three applications in the submandibular-sublingual complex, intervals every 35 days.
Groups G and B were subdivided into 2 subgroups according to day of euthanasia: 12 and
35 days after the end of treatment, dates on which glandular specimens were collected for
histometric analyzes, related to the area of the acini and thickness of the and to
immunohistochemical analyzes with labeling for calponin, muscle-specific actin, and
apoptosis analysis by the TUNEL method. Before and after 12 days of treatment, the oral
microbiota of the sublingual region was collected for quantification of Colony Forming Units
(CFUs) and general characterization of bacterial genera. The Mann-Whitney and Wilcoxon
tests showed a decrease in the mucosal and serous acinar area with increase of the
interstitial space in group B after 12 days of treatment. These characteristics were found
to a lesser degree after 35 days. The immunolabels suggest an action of BONT-A on the
decrease of serous portion myoepithelial cells and evidences of apoptosis only in group B
after 12 days of treatment. There was no statistically significant difference in the CFU
counting nor in the bacterial colonization pattern of the animals. Repeated application of
BoNT-A caused histological changes in rat submandibular-sublingual complex after 12 and

35 days with reversible character. However, it was not able to alter the rat oral microbiota.

Key words: Botulinum Toxins type A. Salivary Glands. Rats, Wistar. Microbiology.
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1 INTRODUCAO

Histologia e fisiologia do complexo submandibular-sublingual

Em ratos, as glandulas submandibular e sublingual formam uma estrutura integrada
chamada de complexo submandibular-sublingual, onde, sob andalise microscopica,
percebe-se que a glandula submandibular é composta principalmente por células serosas,
enquanto que as glandulas sublinguais, tanto de roedores como de humanos, séo mistas
e apresentam células mucosas associadas a meias luas serosas. O tecido conectivo
limitrofe entre o tecido sublingual e submandibular é de facil identificacdo e inclui nervos
parassimpaticos do ganglio submandibular?.

Assim como nos humanos, as glandulas submandibulares e sublinguais de ratos
apresentam-se envoltas por um tecido conjuntivo frouxo que adentra no parénquima
glandular formando septos, os quais dividem a glandula em lobulos. Cada I6bulo é
composto de um conjunto de porcdes secretoras denominadas acinos, as quais estao
conectadas a um sistema de ductos?.

O desenvolvimento do complexo submandibular-sublingual, em ratos, envolve uma
maturacdo progressiva dos acinos e ductos. Inicia-se na primeira semana do
desenvolvimento, onde os acinos nédo séo discriminados claramente, mas o sistema de
ductos ja esta bem desenvolvido evidenciando os tipos intercalares, estriados, granulosos
e excretores. Aos trés meses de vida, a glandula se apresenta com maturacgao finalizada?.
Os acinos sado compostos de células piramidais com nucleos basais e apresentam
citoplasma com ribossomos, pequenas mitocéndrias, complexo de Golgi, esporadicas
particulas de glicogénio e numerosos granulos de secrecéo. O sistema de ductos se inicia
com o ducto intercalar que esta diretamente ligado a varios acinos. Os ductos intercalares
séo revestidos por células epiteliais achatadas ou cubicas e apresentam estreito calibre,
por isso sdo de dificil visualizacdo em glandulas adultas®. O ducto intercalar torna-se
continuo de forma abrupta com o elemento seguinte, o ducto granuloso®. A formacéo dos
acinos coincide com o aparecimento de tdbulos granulares, o que leva a uma sugestao
de que esta estrutura possa estar relacionada com a secrecédo da glandula submandibular
do rato®.

O ducto granuloso ou tubulo granular convoluto é uma estrutura caracteristica da
glandula submandibular de roedores, que apresenta células colunares altas preenchidas
com numerosos granulos eosinofilicos. Localizam-se entre os ductos intercalares e
estriados e apresentam acentuadas atividades de desidrogenases succinicas, lacticas e

malicas em granulos formados irregularmente na porgéo basal. Os ductos granulosos
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possuem trés tipos celulares, células estreitas densas, células granulares claras e células
granulares escuras, todas com a sua por¢do basal rica em mitocondrias. As células de
ducto granular sintetizam uma série de proteinas biologicamente ativas, tais como fator
de crescimento epidérmico e fator de crescimento nervoso. Os ductos granulosos séo
altamente influenciaveis por acdo de horménios’. Estima-se um ganho de 14,9
micrometros cubicos por dia no volume das células do ducto granular do dia 28 ao 96 de
desenvolvimento do rato8.

O ducto estriado d& continuidade ao ducto granuloso e também apresenta alta

atividade enzimatica e grande quantidade de mitocéndrias, as quais estdo envolvidas no
bombeamento de ions para a secre¢do salivar®.
As células mioepiteliais derivam do ectoderma, apresentam caracteristicas fenotipicas de
células epiteliais e musculares e sdo formadas por um corpo celular associado a 4-8
prolongamentos, o que lhes confere a forma de polvo ou um cesto ao redor de acinos e
ductos intercalares. Devido a sua forma e a presenca de actina especifica de masculo e
miofilamentos, a contracdo da célula mioepitelial provoca a diminuicdo do [umen
glandular, exercendo, assim, um papel estimulante na excrecao da secrecao. Aléem disso,
a célula mioepitelial esta envolvida na producéo de proteinas para a membrana basal
como fibronectina, lamininas e elastinas'®. A presenca de colinesterase e de juncdes gap
nas células mioepiteliais suportam a hipétese de que estas células participam da
propagacdo do estimulo neural'. Estas células mioepiteliais, quando visualizadas na
superficie dos acinos, sdo estreladas devido aos varios processos celulares primarios e
secundarios se estendendo da porcédo principal da célula. Nos ductos intercalares,
aparecem como uma bainha circunferencial de células fusiformes na superficie externa
dos ductos?*?. Marcadores imunoistoquimicos com anticorpos para vimentina, calponina e
actina musculo-especifica séo utilizados para identificacdo de células mioepiteliais em
diversos estagios de diferenciacdo®3.

As glandulas salivares recebem inervacdes parassimpaticas e simpaticas. Os nervos
parassimpaticos liberam acetilcolina, que ativa os receptores muscarinicos para estimular
a secrecao de fluidos. Enquanto os nervos simpaticos controlam a salivacao através da
ativagao dos receptores adrenérgicos a e 3, que estimulam a secrecao rica em fluidos e
em proteinas, respectivamente.

O mecanismo de secrecao do fluido salivar ocorre nas células acinares e pode ser
dividido em seis etapas sucessivas: (1) sintese, (2) segregacao, (3) transporte intracelular,
(4) concentracdo, (5) armazenamento intracelular e (6) descarga. A fase de sintese

consiste da captacdo de amino&cidos para sintetizar proteinas secretoras, as quais
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segregam-se dentro do reticulo endoplasmatico rugoso de onde séo transportadas para
o complexo de Golgi. A condensagdo e a maturacdo seguem-se apoOs as proteinas
secretoras atingirem os vacuolos de condensacao e, como resultado de sua maturagéo,
esses vacuolos convertem-se em granulos de secrecdo. O armazenamento temporario
de proteinas secretoras na célula ocorre dentro de granulos de secrecéo. A acetilcolina
(de neurbnios parassimpaticos) e a substancia P ligam-se a receptores de membrana e
causam elevacdo aguda de calcio, resultando na exocitose da proteina armazenada nos
granulos®®. O transporte de ions e eletrélitos ocorre devido aos canais de ions expressos
na regiao apical e basal das membranas das células secretoras. Inicialmente, se produz
um meio concentrado através de transporte ibnico na direcdo secretoria. Uma vez
formado o gradiente osmaGtico, promove-se o movimento transcelular de 4gua através da
aquaporina 5 (Aqp5), o maior canal de adgua expresso na membrana apical de células
acinares secretoras®®. Esse fluido primario sofre modificagdes durante o seu percurso pelo
sistema de ductos, os quais sédo responsaveis por adicionar enzimas de propriedades
antimicrobianas e também por bombear ions deixando a saliva mais hipotdnica. Mais de
90% da secrecao salivar ndo estimulada é produzida pelas principais glandulas salivares:
20% das glandulas parotidas, 65% das submandibulares, 7-8% dos sublinguais e

aproximadamente 10% das glandulas salivares menores?’.

Saliva e microbiota oral

Em geral, a quantidade de saliva na boca apés a degluticdo € cerca de 0,4 a 1,4ml,
nao apenas de secrecdo glandular, mas também de substancias advindas do fluido
crevicular. Essa saliva residual forma o biofilme sobre os dentes e uma pelicula rica em
proteinas na superficie da mucosa oral'®. Além de ter 99% de agua, a composicdo da
saliva engloba vitaminas, horménios, proteinas, amilase e ions como soédio, cloro e
bicarbonato, que influenciam diretamente o pH salivar e o processo de desmineralizacao
dos dentes?®. Estes componentes variam de acordo com o fluxo salivar. Geralmente, um
ligeiro aumento na taxa de secrecdo conduz a um aumento de sodio, bicarbonato e pH, e
uma diminuicéo de potassio, célcio, fosfato, cloreto, ureia e proteinas?°.

A saliva contempla também o ambiente microbiano oral, que € composto por mais de
700 espécies de bactérias, as quais colonizam de forma diferenciada cada tipo de
superficie encontrada na cavidade oral®l. Nos dentes, os microrganismos colonizam-se
na forma de biofilme, estruturas complexas com uma variedade microbiana diferenciada.

A microbiota do biofilme subgengival é caracterizada pela frequéncia maior de bactérias
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anaerdbicas obrigatérias como fusobacterium, prevotella e treponema. Em contraste, os
grupos mais frequentes na area supragengival incluem os géneros anaerdbicos
facultativos como streptococcus, capnocytophaga, neisseria, haemophilus, leptotrichia,
actinomyces, rothia, corynebacterium e kingella??. J4 a colonizacdo da gengiva, palato,
bochechas e assoalho bucal possui menos microrganismos e tem 0s estreptococos como
género em maior proporcdo, com predominancia das espécies Streptocccus oralis e
Streptocccus sanguis. Os géneros neisseria, haemophilus e veillonella também foram
isolados?3. A lingua apresenta uma maior diversidade e densidade bacteriana por célula
epitelial, assemelhando-se a populacdo bacteriana da saliva?*. Além das conhecidas
bactérias envolvidas na patogénese da cérie e doenca periodontal, a saliva também
apresenta bactérias de doencas sistémicas quando em seu estado agudo, tais como
Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pyogenes e Helicobacter pylori. Da mesma fora,
virus podem ser detectados na saliva como o herpesvirus, papiloma virus e virus da
hepatite C2°.

Enquanto a saliva mucosa desempenha papel importante na lubrificacdo da mucosa
oral, a saliva fluida serosa é rica em substancias bactericidas, tais como tiocianato,
enzimas proteoliticas (lisozima, amilase) e anticorpos. Portanto, a alteracdo do fluxo
salivar interfere diretamente na colonizacdo bactérias e sua consequente patogenia?®.

Radioterapia anti-neoplasica, medicacdes sistémicas, doengcas neuromotoras entre
outras desordens podem afetar o fluxo salivar, causando a xerostomia ou a sialorréia?’. A
secura bucal pode apresentar-se como um sintoma ou sensacao subjetiva (xerostomia),
um sinal detectado através da medicdo do fluxo salivar (hipofuncdo das glandulas
salivares) ou ambos. Seja qual for a causa, diversos sintomas e fatores de risco estéao
associados a secura bucal, tais como ardor, risco aumentado de sialodenite, ulceracdo
oral e infeccbes como a céarie e candidiase oral. Além disso, a falta de lubrificacédo
adequada da mucosa oral decorrente da reducdo do fluxo salivar, leva a disgeusia,
disfagia, disfonia, erosdes dentérias e dificuldade em adaptar préteses dentais?®.

A alteracéo do fluxo salivar também pode ocorrer na forma de sialorréia provocando
uma maior quantidade de saliva na boca. A sialorréia pode ocorrer devido a uma
dificuldade do manejo da saliva na boca ou devido a uma hipersecrecdo da mesma.
Quando ela ultrapassa os quatro anos de idade geralmente é considerada patol6gica?®.
Assim como na xerostomia, diversas causas podem estar associadas a sialorréia, tais
como gestacdo®°, medicacdes?! e doencas neuromotoras®.

A expressdo em inglés drooling foi traduzida para o portugués como escape de saliva

e ao contrario do que frequentemente se interpreta, esse ato ndo consiste na maior
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producdo e secrecdo de saliva, mas na dificuldade de degluticdo da mesma?33. Esse é um
guadro preocupante presente na rotina de pacientes portadores de diversas doencas
como doenca de Parkinson34, paralisia facial e cerebral®, esclerose lateral amiotréficas,
sindrome de Down®’ e outras desordens neuromusculares. Além do desconforto social,
0s pacientes que acumulam saliva podem apresentar rupturas periorais, infeccoes,
dificuldade na fala e na alimentacdo e ocasionalmente sofrem com o desenvolvimento de

complicacées pulmonares por aspiracéo salivar3e.

Uso da Toxina Botulinica para controle do fluxo salivar

O tratamento para o escape de saliva envolve uma abordagem multidisciplinar para
trabalhar a fala, postura, consciéncia oromotora e sensorial. Além disso, como a secrecao
salivar estd sob o controle parassimpatico, o tratamento farmacologico com
anticolinérgicos foi introduzido primeiramente a fim de inibir a produgédo de saliva, com
resultados positivos. Entretanto, diversos efeitos colaterais como boca seca, viséo turva
e retencdo urinaria foram relatados®. A cirurgia para resseccdo da glandula também
constitui uma opcéo efetiva. Reduz cerca de 80% do fluxo salivar e esta pouco associado
a complicacdes orais, apesar de ser uma abordagem invasiva e irreversivel,

Outra opcao terapéutica surge com a aplicacdo intraglandular da neurotoxina
botulinica (BoNT) em glandulas salivares. Estudos confirmam que o uso da toxina
botulinica tipo A em injec@es intraglandulares nas parotidas e submandibulares, guiadas
ou ndo por ultrassonografia, levam a diminuicdo da secrecao salivar, trazendo beneficios
aos pacientes e familiares*'. Apesar da duracéo limitada, a injecéo intraglandular de toxina
botulinica tipo A € um procedimento pouco invasivo, com efeitos colaterais discretos ou
nulos, constituindo uma 6tima alternativa de tratamento®2.

Ainjecdo de toxina botulinica em glandulas salivares de pacientes com tetraplegia
mostrou uma melhora dos sintomas da sialorréia durante 3 meses. Os autores associam
a terapia oromotora para estimulacdo da postura e mastigacdo involuntaria com as
injecoes de BoNT%3.

As bactérias Clostridium botulinum, Clostridium butyricum e Clostridium baratii
juntas produzem os oito tipos de toxina botulinica encontrados na natureza (A-H). Apenas
0s sorotipos A e B séo formulados para comercializagdo**.

As toxinas botulinicas tipo A e B sdo formadas por cadeias peptidicas de 150
kilodaltons (Kda). A toxina se torna ativa ho momento em que ocorre uma clivagem

proteolitica seletiva da cadeia, formando dois bragos ativos, um pesado de 100kDa e um
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leve de 50kDa. A cadeia pesada liga-se especificamente ao gangliosideo GT1b e a um
receptor de superficie celular (SV2) nas terminagcées nervosas colinérgicas, permitindo
sua absorcdo pela endocitose e promovendo a translocacdo da cadeia leve para o
compartimento citosélico. Uma vez que a cadeia leve é internalizada na célula, sua
atividade proteolitica agird diretamente nas proteinas no complexo SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor), com especificidade a
depender do sorotipo de cada toxina. A BoNT tipo B cliva a proteina de membrana
associada a vesicula (VAMP), também conhecida como sinaptobrevina Il. A BoNT tipo A
cliva a proteina SNAP 25 (Synaptosomal-Novel-Associated-Protein de 25kDa). Seja qual
for a proteina alvo do complexo SNARE, a consequéncia da clivagem proteica pela BONT
sera a inibicdo da exocitose da acetilcolina na jungdo neuromuscular, o que ocasiona uma
desnervacgdo quimica funcional, reduzindo a contragdo com consequente diminuicao da
secrecdo salivar. BONT ndo afeta diretamente a sintese ou o armazenamento da
acetilcolina, apenas impede sua liberagédo*®.

Em jungbes neuromusculares, a liberacdo de neurotransmissores como a
acetilcolina na transmissao sinaptica ocorre tanto devido ao trafico de vesiculas como
devido ao rearranjo do citoesqueleto de actina. Esses processos sao dirigidos por
membros da familia Ras de GTPases de baixo peso molecular, nomeadamente Rho, Rac
e Cdc42. Esta reorganizacdo de actina em células neuronais € considerada um pré-
requisito para a libertacdo de neurotransmissores a partir de neurénios pré-sinapticos. A
via de sinalizacdo RhoB regula a liberacdo de ACh via retinulacéo do citoesqueleto de F-
actina e a toxina botulinica inibe a neuroexocitose por alterar a via RhoB 4647

Durante o periodo inibitério provocado pela BONT-A, neurbnios da glandula
submandibular de ratos expressam niveis mais baixos do canal Aquaporina 5 (AQP5) sob
a membrana celular. Isso porgue ocorre uma translocacéo dessas proteinas para o interior
do citoplasma. Uma vez que a AQP5 desempenha fung¢do importante no transporte de
agua nas células glandulares, pode-se afirmar que a diminuicao do fluxo salivar acontece
nao apenas pela clivagem pré-sinaptica de SNAP-25, mas também pela redistribuicdo
pés-sinaptica da AQP548 49,

Além da acao sobre a acetilcolina, a toxina botulinica também interfere na liberacéo
de outros neurotransmissores que sao estocados em vesiculas intracelulares, tais como
adrenalina, noradrenalina, dopamina, glutamato, substancia P e peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (PRGC). Esses trés ultimos séo relacionados com o sintoma de dor®°.

O 6xido nitrico vem sendo destacado como um possivel neuromodulador vascular

na regulacéo de processos secretores especificos no trato aerodigestivo superior®:. Como
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um indicador de atividade do 6xido nitrico, a 6xido nitrico sintase neuronal € um marcador

importante nas placas nervosas terminais das glandulas salivares®?. Dessa forma, além
de transmissores de acetilcolina, outros neurotransmissores, como 0 neuromodulador
oxido nitrico, também podem estar envolvidos na regulacdo da funcéo da glandula salivar.
A BoNT-A em glandulas submandibulares de ratas provocou a diminui¢do da oxido nitrico
sintase, demostrando outro meio de acdo da toxina botulinica na diminuicdo da secre¢ao
salivar®3. Além disso, sabe-se que a toxina botulinica é capaz de danificar diretamente as
mitocondrias dos nervos, o que causa uma inibicdo priméaria das correntes de célcio
evocadas pela despolarizagcéo normal que acompanha a atividade do nervo. Como essas
correntes normalmente fornecem o calcio que desencadeia a secrecdo do transmissor do
nervo, a demonstracao de sua inibicdo ajuda a explicar o0 mecanismo de acdo da toxina
botulinica™*.

Quando a toxina botulinica € injetada em um muasculo estriado, ocorre uma reducéo
no didmetro de suas fibras e, caso haja uma administracdo da droga por longo periodo,
uma atrofia muscular pode acontecer, embora esta ndo possa ser apontada como efeito
usual da BoNT. A literatura aponta uma semelhanca na acdo da BoNT nos musculos
estriados e lisos dado a sua interferéncia no sistema nervoso autbnomo. Entretanto,
poucos relatos descrevem as consequéncias da BoNT na musculatura lisa®.

A toxina botulinica tem alta afinidade aos terminais colinérgicos da membrana pré
sinaptica. Supde-se que exista uma pequena distribuicdo sistémica do produto apds o uso
de doses terapéuticas. A neurotoxina permanece com sua estrutura e atividade biologica
inalterada na corrente sanguinea, sofre pouca biotransformacdo e ndo se acumula
significativamente nas células em circulagéo®®. O figado demonstrou ser o 6rgéo que
possui maior retencdo com taxa entre 30 e 40% e no baco o acimulo esta entre 5 e 7%°’.

O efeito da toxina é temporario, pois 0s neurbnios recomecam a secretar a
acetilcolina apés 1 més do tratamento. Apds 3 meses estdo totalmente funcionais®®.
Acredita-se que a desnervacao quimica induzida pela toxina estimula o crescimento de
brotamentos axonais laterais. Por estes brotamentos nervosos, o tonus muscular é
parcialmente restaurado. Com o tempo ha o restabelecimento das proteinas de fusédo e a
involucdo dos brotamentos de modo que a jungdo neuromuscular se recupera®. As
neurotoxinas de sorotipo A e C séo as que possuem maior tempo de a¢éo. A duragao do
efeito depende de vérios fatores da molécula como a cadeia pesada, a persisténcia da
atividade proteolitica e a resisténcia a renovacdo natural através do sistema ubiquitina-
proteossoma (UPS)®0.

O tempo de acdo da toxina botulinica em glandulas salivares de adultos com
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disfagia neurolégica é em média de 5,6 meses, com uma variagdo de + 1 més 6. Um
estudo com 53 pacientes portadores da doenca de Parkinson identificou um tempo médio
de acdo de 4,38 meses com variacéo de + 2.11 e periodo de laténcia de 10,06 + 9,632,
Através de escalas de avaliacdo do escape de saliva (Drooling Frequency and Severity
Scale e Teacher Drooling Scale (TDS), foi avaliada a persisténcia do efeito da toxina
botulinica em criangas com paralisia cerebral nos periodos de 1 semana, 1, 2, 4, 6, 9
meses apO0s a aplicagdo. Os resultados demonstraram melhora estatisticamente
significante no quadro clinico em todos os periodos analisados®3. Entretanto, relatos com
a média de 5 meses sdo mais comuns na literatura®* °,

Atualmente, existem de cinco tipos de toxina botulinica tipo A comercializadas, que
diferem entre si quanto a natureza molecular: onabotulinumtoxinA (Botox, Allergan Inc.,
California, Estados Unidos), abobotulinumtoxinA (Dysport, Ipsen Ltd., Wrexham, UK),
Neuronox (neu-BoNT/A, Medytox Inc., Cheonwon-gun, Coreia do Sul),
incobotulinumtoxinA (Xeomin, Merz Pharmaceuticals, Frankfurt, Alemanha) e BTXA
(Lanzhou Biological Products Institute, China). Apesar de serem neurotoxinas do mesmo
sorotipo, as formulagdes comercializadas possuem compostos e processos de fabricacao
diferentes e, portanto, possuem indicacdes clinicas, tolerabilidade e dosagens
especificas®®.

A maior parte dos relatos cientificos que abordam o uso da toxina botulinica tipo A
em glandulas salivares se reportam ao uso da formulacdo americana comercializada
como BOTOX®, por ter sido a pioneira no mercado. Em 1988, o Lanzhou Institute of
Biological Products introduziu a Lanzhou Botulinum Toxin type A com o home de BTX-A
®, a qual foi aprovada para uso no Brasil e fabricada pela empresa Cristalia (Sao Paulo,
SP) com 0 nome de Prosigne®. Apesar de apresentar eficacia clinica similar a formulacéo
americana, a Prosigne® difere quanto ao método de fabricacdo, pois utiliza como
estabilizante uma gelatina de origem bovina e ndo albumina humana, o que Ihe confere
maior toxicidade. Além disso, a Prosigne® tem um custo de 8 a 10 vezes menor que 0
BOTOX®, fator relevante dentro de uma terapia com aplicacées repetidas®’.

Estudos sobre hiperidrose revelam equivaléncia na eficacia e seguranca ao testar
diversas formulacées de BoNT tipo A%, Relata-se, também, uma equivaléncia em
tolerabilidade, seguranca e eficacia entre as formulacdes Botox e Prosigne para o
tratamento da distonia cervical, blefaroespasmo, e espasmo hemifacial®® ’°. Porém, pouco
se identifica na literatura relatos sobre a seguranca da Prosigne em glandulas salivares.

A eficacia na reducédo do fluxo salivar obtida pela BoNT ja é bem estabelecida na

literatura. Os demais efeitos dessa neurotoxina nas glandulas devem ser alvo pesquisas.
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O estudo de Reddingh et al. (2010) estabelece um consenso internacional sobre o
uso da toxina botulinica em pacientes com escape de saliva e identifica pontos fracos na
literatura relacionada. Os autores acreditam na possibilidade de haver efeitos a longo
prazo apos repetidas doses e ressaltam a necessidade de estudos detalhados nesse
assunto’.

A aplicacdo de BoNT-A em criangas com paralisia cerebral demonstrou uma
diminuicdo do tamanho da glandula, avaliado por tomografia computadorizada realizada
antes e apds 3 semanas da aplicagdo de toxina botulinica tipo A (Botox®, Allergan Inc.,
California, Estados Unidos)”?. A diminuicdo do volume de glandulas parétidas apés a
aplicacdo da toxina botulinica é facilmente observada por tomografia computadorizada e
confere uma reducdo media de 12% do volume. Por isso, este tratamento tem sido
procurado como uma alternativa cosmética por pacientes que apresentam alargamento
da pardétida devido a disturbios alimentares”.

Uma avaliagdo morfomeétrica de glandulas submandibulares de ratas submetidas a
aplicacao a toxina botulinica tipo A (Botox, Allergan, USA) ndo evidenciou clara diferenca
estatistica entre os grupos experimental e controle, embora o tratado apresentasse
contagem de nucleos ligeiramente maior. As medidas morfométricas ndo revelaram
alteracdes no volume de células acinares’. O mesmo grupo de estudo avaliou a presenca
da acetilcolina em parétidas de ratas que receberam a BoNT-A e constatou uma fraca
marcacao entre o 7° e 0 14° dia apos a aplicacdo, enquanto que ao 28° dia a expressao
desse neurotransmissor apresentou-se similar ao grupo controle’.

Em ratas que receberam 2,5U de BoNT-A (BTXA, Lanzhou, China) na glandula
submandibular direita, foi observada uma atrofia dos acinos e ductos ap6s 10 dias da
administracado de BTXA. No entanto, esse efeito ndo foi mais identificado apos 30 dias do
tratamento. No mesmo estudo, identificou-se a diminuicdo transitéria de substancia P nas
glandulas tratadas com BTXA®.

Uma investigacao histopatoldgica e imaginologica por ultrassonografia da glandula
submandibular de ratos submetidos a injecdo com toxina botulinica tipo A da marca
americana, verificou a diminuicdo nas glandulas tratadas pela BTX-A tanto na avaliacao
ap6s 14 dias do tratamento como apés 28 dias. No entanto, ndo foram encontradas
alteracdes vasculares e nenhuma alteracéo histopatolégica nas glandulas. Portanto, os
autores concluiram que a droga utilizada néo interfere na morfologia das células””.

Outro estudo morfolégico da glandula de ratos tratados com BoONT-A (Botox),
revelou 4cinos menores e com forma mais alongada, além de areas basofilicas basais

mais pronunciadas devido a presenca de material secretorio. O limen dos canais
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estriados granulares estava mais largo do que nos controles, assim como a marcacao
imunoistoquimica para amilase salivar foi significativamente mais fraca. As caracteristicas
descritas indicam alteracdes compativeis com atrofia das células e organelas das
glandulas tratadas. As glandulas foram analisadas apenas apos 14 dias da aplicacdo, sem
andlise do tratamento a longo prazo’®. Outras caracteristicas identificadas em glandulas
tratadas com a BoNT-A que sugerem sinais de atrofia sdo variagcbes morfologicas do
reticulo endoplasmatico rugoso, degeneracdo mitocondrial, vacuolos secretores com
variagdo em tamanho, forma e densidade eletrbnica, nucleo com forma irregular e
cromatina finamente dispersa °.

O BTXA foi responsavel por provocar uma atrofia celular e diminuicdo do
polipeptideo vasoativo intestinal em parotidas de ratos. Esses efeitos foram pouco
observados ap0s sete dias da aplicacao, sendo mais evidentes apos 12 dias e inexistente
apos 35 dias. Sugeriu-se que, o periodo de 12 dias refere-se ao pico de acéo da droga,
ausentando-se o efeito apds 35 dias em ratos®.

Ao avaliar a expresséao de apoptose em glandulas submandibulares de coelhos que
receberam BTXA, poucas células apoptéticas foram evidenciadas em alguns lobulos
glandulares uma semana apo0s a injecdo. Foi observada maior proporcdo nas células
ductais que nas células acinares. Na avaliacdo apoés 14 dias, tanto células acinares como
ductais mostraram apoptose, mas esse numero reduziu apos quatro semanas da
aplicacdo e quase desapareceu completamente 12 semanas apos a injecdo BTXA. Pela
analise histologica, os acinos se apresentaram menores, com acumulo de granulos e
formacédo de tecido fibroso no local da injecdo apds 12 dias da aplicacdo. Porém, essas
alteracoes morfoldgicas encontradas néo foram vistas apos 28 dias do tratamento®.

Repetidas aplicacdes de BoNT-A em glandulas submandibulares causaram atrofia
glandular observada pela ultrassonografia. Dessa forma, a literatura sugere correlacionar
os achados sobre a reducdo do tamanho da glandula com a ocorréncia de alteracdes
histolégicas como a apoptose®?. Os achados morfol6gicos até entdo descritos séo
decorrentes de analises apds uma Unica aplicacdo da BONT-A. Assim, existe uma
caréncia de relatos morfolégicos das glandulas apds a repeticao do tratamento.

Devido a escassez de estudos com esta formulacéo da toxina, sobretudo quanto
aos efeitos na glandula e na microbiota oral a longo prazo, o presente estudo se propde
a contribuir no esclarecimento quanto a seguranca e eficacia da acéo da toxina botulinica
tipo A (BTXA da Prosigne®, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) no complexo submandibular-
sublingual de ratas, com o objetivo de respaldar sua indicagcéo pelos profissionais que

atuam nesta area.
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Observar aspectos histoldgicos, histométricos e imunoistoquimicos do complexo
submandibular-sublingual de ratas submetidas a repetidas aplicacfes de toxina botulinica
tipo A, bem como estudar possiveis altera¢cdes na microbiota oral dos animais advindas

do tratamento.

Objetivos Especificos

Em ratas que receberam repetidas aplicacbes de toxina botulinica tipo A no complexo
submandibular-sublingual:

a — Avaliar as caracteristicas histologicas da glandula, como celularidade, hipoplasia,
hiperplasia, hipotrofia ou hipertrofia das células, presenca ou n&o de infiltrado inflamatorio,
comparando com 0S grupos controle positivo e negativo.

b — Analisar, histometricamente, a area dos 4cin0osS Mucos0S e Serosos e a altura da
parede dos ductos estriados, comparando com 0S grupos controle positivo e negativo.

c- Quantificar a area e medir a densidade Optica média da marcacao para calponina e
actina musculo-especifica nas células mioepiteliais, comparando com os grupos controle
positivo e negativo.

d- Observar a presenca de morte celular programada comparando com o seu controle
positivo e negativo.

e- Analisar a microbiota oral com relacdo a quantidade de Unidades formadoras de colénia
e tipos bacterianos mais comuns, através do esfregaco na regiao sublingual dos animais,

comparando com 0S grupos controle positivo e negativo.
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3 MATERIAIS E METODOS

Desenho do estudo

O estudo foi realizado no Biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental, no
Laboratorio de Histologia da Pés Graduacao em Patologia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), no Laboratério de Patologia Oral da UFPE e no laboratério de
Microbiologia do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA). A pesquisa foi
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob o processo de nimero
23076.023152/2014-14 (Anexo 1).

Trata-se de um estudo do tipo experimental, descritivo, analitico quantitativo,
utilizando 35 ratas (Rattus norvegicus, var. albinus) fémeas, adultas e saudaveis da
linhagem Wistar, com peso entre 200-340g, provenientes do Biotério do Departamento de
Nutricdo da UFPE. Para excluir influéncias hormonais, foram utilizadas ratas sexualmente
maduras com idade média de 4-6 meses, segundo modelo experimental utilizado em
estudos prévios 47677 | Os animais foram alimentados com dieta padrdo para roedores
(Presence® — Paulinia, Sdo Paulo, SP, Brasil), onde obtiveram livre acesso aracéo e agua,
mantidos em gaiolas de polipropileno com tampa de arame zincado com 4 animais, com
temperatura de 23 +/- 2° C, respeitando o ciclo dia/noite de 12h cada, segundo a
recomendacéo ética do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e do
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

Os animais foram aleatoriamente agrupados em trés grupos de estudo: o grupo B
(n = 14), tratado com injecdo intraglandular de toxina botulinica do tipo A da marca
Prosigne® (Cristalia, Sdo Paulo, SP, Brasil) no complexo submandibular sublingual do
lado direito; o grupo G (n = 14), submetido a injecdo intraglandular apenas com o
estabilizante da Prosigne® (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil), a gelatina de origem bovina
(Gelita do Brasil Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil); e o grupo C (n=14), que corresponde ao
controle negativo, onde os animais ndo sofreram intervencdo. Os grupos G e B foram
subdivididos em dois subgrupos (n=7), de acordo com a data de eutanasia apés o fim do
tratamento, sendo de 12 dias (G12 e B12) ou 35 dias (G35 e B35), datas equivalentes ao
pico de acdo da droga na estrutura glandular de ratos e término desse efeito
respectivamente®.

Todas as intervencdes nos animais foram realizadas em horario fixo as 7hrs no

mesmo biotério onde eles estavam alojados.
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Tratamento dos animais
Foram realizados treinamentos do método de injecdo intraglandular por palpacéo

utilizando-se tinta tipo nanquim em animais do biotério destinados a eutanasia. Para o
estudo, cada animal do grupo G e B recebeu um total de 3 aplicacdes intervaladas a cada
35 dias, sendo o tempo de andlise de cada subgrupo contado a partir do dia seguinte a
tltima aplicacdo. Para a realizacdo da injecdo intraglandular, os animais foram
anestesiados com cloridrato de quetamina (10 mg/kg de peso — Ketamin®, Cristalia, Sdo
Paulo, Brasil) e Cloridrato de xilazina (0,5 mg/kg de peso — Rompum?®, Bayer, Sdo Paulo
Brasil), associados na mesma seringa e administrados por via intramuscular. Foi realizada
antissepsia da regido cervical dos animais com clorexidina 2% e, através do método de
palpacao, procedeu-se a injecdo apenas no complexo submandibular-sublingual do lado
direito. O lado esquerdo nao foi utilizado como controle para descartar alteracbes
histol6gicas decorrentes de uma possivel hiperfuncdo em resposta a baixa producéao de
saliva pela glandula contralateral. A cada aplicacdo, os animais do grupo G receberam
0,25 mg de gelatina bovina (Gelita do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil) diluida em 0,1 ml de
cloreto de sédio a 0,9%. De igual forma, nos animais do grupo B, foram administradas
2,5U de toxina botulinica tipo A (Prosigne®, Cristalia, China) reconstituida em 0,1 ml de
solucéo de cloreto de sédio a 0,9 % por aplicacéo.

A dose de toxina botulinica utilizada no presente estudo foi escolhida apos a
realizacdo de um estudo piloto testando dose e intervalos, onde avaliou-se a eficacia em
diminuir a secrecao salivar e a tolerancia do animal apos a repeticdo da dose, concluindo-
se a dosagem de 2.5U em apenas uma glandula. A quantidade de gelatina bovina injetada
corresponde a proporcao de gelatina contida em um frasco de Prosigne® e fracionada
para um animal.

Os animais foram eutanasiados apos 12 dias (G12 e B12) ou 35 dias (G35 e B35)
apos o término tratamento, datas equivalentes ao pico de a¢édo da droga e término desse
efeito na estrutura glandular de ratos respectivamente.

Nas respectivas datas de cada subgrupo (12 e 35 dias apds a ultima aplicacdo do
medicamento), os animais foram anestesiados com injecdo intramuscular de xilazina e
guetamina, conforme descrito anteriormente, para anteceder a antissepsia com
clorexidina a 2%. A seguir, com auxilio de um bisturi de lamina n°® 15, realizou-se uma
incisdo cervical mediana, divulsdo dos tecidos com tesoura de ponta romba, exposicao
do complexo submandibular-sublingual, e posteriormente sua excisdo. ApOs o0
procedimento de colheita dos espécimes, 0os animais foram eutanasiados por overdose

anestésica e o descarte realizado segundo as normas preconizadas pelo Colégio
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Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

Coleta e analise da microbiota

A coleta da microbiota oral foi realizada antes do inicio do tratamento e apés 12
dias da terceira (Gltima) aplicacdo em cada subgrupo tratado. Para tal, os animais foram
anestesiados e posicionados em uma mesa cirargica em decubito dorsal com as patas
contidas por elasticos presos a mesa. Este posicionamento facilitou a abertura bucal e o
afastamento da lingua utilizando uma pinca clinica esterilizada, permitindo assim, a
realizacdo da coleta da microbiota oral correspondente a saida dos ductos das glandulas
submandibulares e sublinguais, na regido de assoalho bucal, por meio de um swab
embebido em 40puL de solucéo de cloreto de sédio 0,9% estéril.

Em seguida, este swab foi colocado em um tubo estéril contendo 460pL de Brain
Heart Infusion - BHI (MERCK®, Darmstadt, Alemanha). Estes 500uL foram
homogeneizados e diluidos, transferindo-se 100uL para outro tubo estéril contendo 900l
do BHI. Ap6s a homogeneizacédo do tubo contendo 1000puL, utilizou-se uma alga calibrada
estéril de 1uL para semear placas de Petri contendo Agar-sangue (Isofar, Duque de
caxias, RJ, Brasil) e Agar-Levine (Isofar, Duque de Caxias, RJ, Brasil) para isolamento
das bactérias gram-positivas e gram-negativas, respectivamente. Posteriormente, estas
placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 37°C por 48 horas, 0 que permitiu o
crescimento bacteriano. Laminas foram confeccionadas a partir de esfregacos secos do
material crescido nas placas a temperatura ambiente, fixadas pelo calor através da chama
do bico de Bunsen e coradas pelo método de Gram (Newprov®, Pinhais, Parana, Brasil)
para avaliacdo das formas e arranjos bacterianos. De cada placa, as unidades formadoras
de colbénias (UFC) foram contadas através de um contador manual de colénias sob lupa
e 0s seus percentuais foram calculados. Posteriormente, cada col6nia foi isolada para
identificacdo das bactérias utilizando-se os testes: Staphclin, Novobiocina e Optoquina
(Laborclin®, Pinhais, Parana, Brasil); Agar Bile Esculina (Newprov®, Pinhais, Parana,
Brasil) e NaCl 6,5% (VETEC®, Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil).

Avaliacao Histoldgica e Histométrica
Os espécimes foram fixados em solucdo de formaldeido a 10% tamponado em
solucédo tampéo de fosfato de sédio 0,1 M e pH 7.2, durante 24 horas a temperatura
ambiente, sendo posteriormente mantidos em geladeira a 4°C por 16-20 horas. Apos a
fixacdo o material foi encaminhado para processamento, através da técnica histologica

convencional na seguinte sequéncia: desidratacdo em concentracdes crescentes de
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etanol, diafanizac&o com xilol, embebicéo e inclusdo em parafina, microtomia, estiramento
em banho-maria histologico e dispostos em laminas untadas com albumina de Mayer,
secagem em estufa por aproximadamente 30 minutos a 37°C. Logo apdés as preparacoes
foram coradas pela hematoxilina e eosina (HE) para proceder a andlise histométrica.

De cada animal, foram obtidos 6 cortes seriados de 5um de espessura, 0s quais
foram corados por hematoxilina-eosina, montados em Entellan, e digitalizados pelo
Pannoramic MIDI digital slide scanner (3Dhistech Kft; Budapeste, BP, Hungria) para
analise através do software Pannoramic Viewer (3Dhistech Kft; Budapeste, BP Hungria)
de dominio publico.

Avaliou-se a altura da parede dos ductos estriados e a area dos acinos serosos e
mucosos em microdmetros. Por animal, foram obtidos 6 cortes seriados de cada glandula
e em cada corte foram aleatoriamente escolhidos 5 &cinos, 5 tubulos e 5 ductos estriados
para serem medidos. As estruturas escolhidas apresentavam seccdo transversal e
circunferéncia circular para a correta mensuragcao da area dos acinos serosos e mucosos,

e espessura media da parede de ductos estriados.

Andlise de apoptose

A deteccdo de apoptose foi executada pelo método TUNEL utilizando o Kit
Apoptag® Red in situ (Merck, Darmstadt, Alemanha). Os cortes foram imersos em uma
solucéo de 800U/mL de Proteinase K em Tampao Fosfato Salino (PBS 0.01M, pH 7,4) por
15 minutos e incubados em uma solucdo contendo deoxinucleotidil transferase (TdT) e
nucleotideos por 60 minutos a 37°C. Depois disso, foram incubados com o anticorpo
antidigoxigenina conjugado a peroxidase de rabano. Em seguida, foram contracorados
com DAPI (Sigma Missouri, EUA), desidratados em bateria crescente de etanol,
diafanizados em xilol e montados em meio Entellan®.

As imagens de fluorescéncia para o DAPI foram obtidas em um microscopio de
fluorescéncia invertido modelo DMI4000B (Leica, Alemanha). Para as analises foi utilizada
uma magnitude de 400x. As imagens de fluorescéncia para o DAPI foram adquiridas
utilizando um filtro de excitagao no ultravioleta (UV) do tipo “band pass” (BP 360/40 nm) e
a coleta foi feita no filtro de emissdao BP 470/40nm. Para captar a fluorescéncia
correspondente ao apoptag red foi utilizado os filtros de excitacdo BP 560/40 nm e
emissao BP 645/75nm.
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Analise imunoistoquimica

Foi utilizado o método da estreptavidina-biotina (SABC- Streptavidin-biotin
complex). ReagBes imunoistoquimicas contra calponina (clone CALP, diluicdo 1:150,
Dako Corporation, Carpinteria, CA, EUA) e actina musculo-especifico (clone HHF-35,
diluicdo 1:100, Dako Corporation, Carpinteria, CA, EUA) foram realizadas em cortes
histolégicos de 3um de espessura dispostos em laminas silanizadas polarizadas
(Starfrost®, Knitellglass, Glher, Alemanha). Inicialmente, os cortes foram desparafinizados
em xilol e reidratados em banhos de concentracdes decrescentes de etanol. Procedeu-se
o blogueio da peroxidade enddgena com peroxido de hidrogénio a 6% e metanol na
proporcao de 1:1. Em seguida os cortes foram lavados em solucéo tampéo fosfato (PBS
0.01M, pH 7,4) por 5 minutos. A recuperagdo antigénica foi realizada na camara de
pressao Pascal (Dako Corporation, California, Estados Unidos) em temperatura de 55°C.
Os anticorpos primarios foram incubados por 1 hora em temperatura ambiente (actina
musculo-especifico) ou por 18 horas a 4°C (calponina). Em seguida, fez-se a incubacéo
com o anticorpo secundario biotinilado (DAKO LSAB Kit, Peroxidase, Dako Corporation,
Carpinteria, CA, EUA) por 30 min, a temperatura ambiente. Logo apés, foi realizada a
exposicdo ao complexo terciario streptavidina-biotina-peroxidase (DAKO LSAB Kit,
Peroxidase) por 30 min a temperatura ambiente. Todas as etapas descritas foram
seguidas de lavagem com a solucédo tampéao fosfato. Os cortes foram entdo incubados
com solucdo de diaminobenzidina ( DAKO Liquid DAB, Dako Corporation, California,
Estados Unidos) por 10 min e contracorados com hematoxilina de Mayer. Os vasos
sanguineos contidos nos espécimes foram utilizados como controle positivo das reaces
da calponina e actina.

As laminas foram escaneadas pelo Pannoramic MIDI digital slide scanner
(3Dhistech Kft; Budapeste, BP, Hungria) e analisadas através do software Image Pro Plus
(Media Cybernetics Inc, Rockville, MD, USA). Em cada lamina, a area total de
imunoexpresséao de calponina e actina musculo-especifica foi quantificada pela coloracéo
promovida pelo cromdgeno. Além disso, a intensidade de coloracéo foi medida através da

densidade 6ptica média.

Anédlise estatistica

Os dados referentes a quantidade de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) e
as medidas histométricas foram tabulados utilizando os Softwares SPSS 13.0 (Statistical
Package for the Social Sciences, Chicago, Estados Unidos) para Windows e o programa

Excel 2010 (Microsoft, Redmond, Estados Unidos). Todos os testes foram aplicados com
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95% de confianca. As variaveis numéricas foram representadas pelas medidas de
tendéncia central e medidas de dispersdo nas tabelas. Para comparagdo entre dois
grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney (Nao Normal) e para comparagéo entre
grupos pareados, o teste de Wilcoxon (Nao Normal).

Estudo Piloto

Até a presente data, ndo foram encontrados na literatura estudos que reportem a
administracdo da toxina botulinica de forma repetida no complexo submandibular-
sublingual de ratos. Portanto, ndo se conhece um protocolo da relacéo de dose/intervalo
em animais para esse fim. Dessa forma, o estudo foi primeiramente delineado com a
metodologia de aplicar a dose de 2,5U da toxina botulinica tipo A (Prosigne®, Cristalia,
Séo Paulo, SP, Brasil) nas duas glandulas submandibulares de cada animal, sendo as
outras aplicacbes administradas com um intervalo de 28 dias. Esse protocolo foi
estabelecido com base no estudo de Teymoortash e colaboradores (2007), que utilizaram
a mesma dosagem em ratos e no estudo de Ellies (1999), que detectou uma normalidade
na acetilcolinesterase apo0s 28 da aplicacdo da toxina botulinica. Entretanto, ambos
estudos realizaram apenas uma aplicacdo no animal. Ao se utilizar desta metodologia
para repetidas aplicacdes, verificou-se que, por volta de 15 dias da data da segunda
aplicacdo da toxina, os animais apresentavam-se com evidente perda de peso e pélos,
movimentacdo lenta e alimentacdo reduzida, culminando na perda dos 14 animais
utilizados no grupo de estudo.

A necropsia realizada em todos os animais revelou manchas enegrecidas no
figado, estbmago atrofiado e intestino com poucos dejetos, sinalizando a falta de
alimentacdo. O exame macroscopico das glandulas submandibulares nédo revelou
nenhuma alteracao de cor, peso, tamanho ou volume. Foi coletada amostra sanguinea de
um animal com sinais de doenca, perda de pélo, perda de peso, movimentos lentos e
pouco reflexo. Os testes bioquimicos analisados constam na Tabela 1 e evidenciam os
parametros de funcao hepatica alterados.

Tabela 1: Exames bioquimicos do animal doente e valores referenciais para ratas segundo
Lima et al., 2014

Exame Valor do animal do Valor de referéncia
estudo para rata

TGO* 206 U/L 107 U/L)

TGP** 101 U/L 45 U/L

Bilirrubina total 0,11mg/ dI 0,24mg/dI
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Bilirrubina direta 0,02mg/dI 0,02mg/dI
Bilirrubina indireta 0,09mg/dI 0,00
Gama GT 0 U/L 3,29 U/L
Colesterol total 43mg/d| 64,86

A presente pesquisa foi entdo desenvolvida apés estudo piloto para o teste de doses,
intervalos e eficacia na reducao do fluxo salivar. Os resultados serdo apresentados na

forma de artigo a ser submetido na revista Archives of Oral Biology.
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RESUMO

Objetivo: A aplicagdo intraglandular da neurotoxina botulinica tipo A (BoNT-A) € utilizada
em pacientes com desordens neuromotoras para controlar o escape de saliva. O estudo
teve como objetivo analisar o impacto do tratamento repetido com a BoNT-A no complexo
submandibular-sublingual e na microbiota oral de ratas. Metodologia: Utilizou-se 35 ratas
Wistar, divididas em: grupo controle (C), onde os animais ndo receberam tratamento;
grupo B tratado com injec¢6es intraglandulares de 2.5U de BoNT-A (Prosigne®, Cristalia,
SP, Brasil) e o grupo G que recebeu a gelatina bovina (estabilizante da Prosigne). Foram
realizadas trés aplicacdes intervaladas a cada 35 dias. Nos periodos de 12 e 35 dias ap6s
o fim do tratamento, o complexo submandibular e sublingual foi coletado para proceder
as analises histolégicas e marcacéo para calponina, actina HHF35 e apoptose. Antes e
apos 12 dias do tratamento, a microbiota oral da regido sublingual foi coletada para
guantificacdo das Unidades Formadoras de Colbnias (UFCs) e caracterizacdo dos
géneros bacterianos dos grupos experimentais. Resultados: Através dos testes de Mann-
Whitney e de Wilcoxon, verificou-se uma diminuicdo dos acinos mucosos e Serosos com
aumento do espaco intersticial apos 12 dias do tratamento com a BoNT-A, o que foi
constatado em menor grau no 35° dia. Aos 12 dias, o grupo B evidenciou diminuicao de
células mioepiteliais dos acinos serosos e evidéncias de apoptose. Ndo houve diferenca
na contagem de UFCs nem no padrdo da colonizagcdo bacteriana entre 0s grupos.
Concluséo: A BoONT-A provocou alteracdes histologicas com evidente carater reversivel,
mas néo foi capaz de alterar a microbiota oral dos animais, configurando uma seguranca

para uso crénico.

Palavras chave: Toxinas Botulinicas tipo A. Glandulas Salivares. Ratos Wistar.

Microbiologia.
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ABSTRACT

Objectives: Botulinum neurotoxin type A (BoNT-A) injections is used in patients with
neuromotor disorders to control the drooling. The study aimed to analyze the impact of
repeated injections with BONT-A on submandibular-sublingual complex and oral microbiota
of rats. Method: We used 35 Wistar rats, divided: control group (C), where the animals did
not receive treatment; Group B treated with intra-glial injections of 2.5U BONT-A
(Prosigne®, Cristalia, SP, Brazil) and group G receiving bovine gelatine (Prosigne
stabilizer). Three applications were performed at intervals every 35 days. At 12 and 35
days after the end of treatment, the submandibular-sublingual complex were collected for
histological analysis and labeling for calponin, HHF35 actin and apoptosis. Before and
after 12 days of treatment, the oral microbiota of the sublingual region was collected for
guantification of Colony Forming Units (CFUs) and characterization of bacterial genera of
the experimental groups. Results: The Mann-Whitney and Wilcoxon tests showed a
decrease in the mucosal and serous acinar area with increase of the interstitial space in
group B after 12 days of treatment. with BoNT-A, which was observed to a lesser degree
on the 35th day. At 12 days, group B showed decrease of myoepithelial cells on serous
acini and evidences of apoptosis. There was no difference in the CFU counting nor in the
pattern of bacterial colonization among the groups. Conclusion: BoNT-A caused
histological changes in rats submandibular sublingual complex after 12 and 35 days with
a reversible character, however, it was not able to alter the oral microbiota of the animals,

configuring a safety for chronic use.

Key words: Botulinum Toxins type A. Salivary Glands. Rats, Wistar. Microbiology.
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INTRODUCAO

O escape de saliva € um preocupante quadro presente na rotina de pacientes
portadores de doencas com comprometimento neuromotor como doenca de Parkinson?,
paralisia facial e cerebral®, esclerose lateral amiotréfica® e sindrome de Down“. Ao
contrario do que frequentemente se interpreta, o escape de saliva ndo ocorre devido a
sua maior producéo e secre¢ado, mas sim pela dificuldade de manejo oral e degluticdo da
mesma®. Esse fato resulta, além do desconforto social, em rupturas periorais, infeccdes,
dificuldade na fala e na alimentagdo e ocasionalmente complicagdes pulmonares por
aspiracao salivar®.

Os tratamentos para o escape de saliva envolvem uma abordagem multidisciplinar
para trabalhar fala, postura, consciéncia oromotora e sensorial. Entretanto, para obtengéo
de melhores resultados, associa-se uma terapia medicamentosa ou cirurgica. O
tratamento com anticolinérgicos é efetivo na inibicdo da producao de saliva, mas diversos
efeitos colaterais como boca seca, visdo turva e retencdo urinaria foram relatados’. A
resseccao cirurgica da glandula submandibular também € eficaz e apresenta cerca de
80% de reducao fluxo salivar, apesar de possuir indicacdes restritas por consistir em uma
abordagem irreversivel e mais invasiva®. Neste contexto, a aplicacéo de toxina botulinica
em glandulas salivares tem ganhado larga indicac&o por oferecer melhora significante da
sialorréia, além de ser pouco invasiva, segura e com raros efeitos colaterais® 1°.

As bactérias Clostridium botulinum, Clostridium butyricum e Clostridium baratii
juntas produzem os sete tipos de toxina botulinica encontrados na natureza (A-G). Apenas
0s sorotipos A e B sdo formulados para comercializacdo®*. A toxina botulinica tipo A age
clivando a proteina SNAP 25, cuja funcéo é permitir a exocitose da acetilcolina na juncao
neuroglandular. A auséncia de acetilcolina na sinapse ocasiona uma desnervacao quimica
funcional, impedindo a secrecdo salivar*?. A toxina botulinica tipo A (BoNT-A) também
mostrou interferéncia no sistema de transporte de agua nas células glandulares através
da diminuicdo da disponibilidade dos canais de aquaporina 5 (AQP-5) em glandulas
submandibulares de coelhos!? 14,

Atualmente, existem cinco tipos de BoNT-A comercializadas, que diferem entre si
guanto a natureza molecular, aos componentes estabilizantes e ao processo de
fabricacdo. Por isso, possuem indicacdes clinicas, tolerabilidade e dosagens especificas.
Por ter sido a pioneira no mercado, a maioria dos estudos que investiga a BONT-A em
glandulas salivares utiliza uma formulacdo americana (BOTOX®, Allergan Inc., California,

Estados Unidos?®.
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Em 1988, o Lanzhou Institute of Biological Products introduziu a Lanzhou
Botulinum Toxin type A com o nome de BTX-A®, a qual foi aprovada e comercializada no
Brasil com o nome de Prosigne® (Cristélia, Sdo Paulo, SP, Brasil). Apesar de apresentar
eficacia clinica similar a formulacdo americana, a Prosigne® difere quanto ao método de
fabricacéo, pois utiliza como estabilizante uma gelatina de origem bovina e néo albumina
humana o que lhe confere uma maior toxicidade. Além disso, a Prosigne® tem um custo
de 8 a 10 vezes menor que o do BOTOX®, fator de grande impacto na ado¢ao desse tipo
de tratamento na saude publica?.

O efeito da BONT-A é temporério, pois 0s neurbnios recomecam a secretar a
acetilcolina com 1 més e com 3 meses estéo totalmente funcionais. Por isso o tratamento
precisa ser repetido periodicamentel’. A literatura reporta a diminuicdo transitéria do
volume glandular, da contagem de células acinares e ductais entre outros efeitos
morfoldgicos ap6s uma aplicacdo intraglandular de BoNT-A® 1°_ A literatura referente aos
efeitos do tratamento com repetidas aplicacbes de BoNT-A em glandulas salivares é
escassa. Um estudo de caso acompanhou 6 pacientes submetidos ao tratamento cronico
com a toxina botulinica em glandulas submandibulares e concluiu que o tratamento possui
boa eficicia e baixa taxa de morbidade associada®’. Apesar disso, ndo se tem descrito
relatos a respeito da persisténcia desses efeitos apos repetidas injecdes da BoNT-A.

A reducédo do fluxo salivar decorrente de doencas ou terapias como radioterapia
em face e medicagdes anticolinérgicas possuem influéncia especifica e distinta sobre
microbiota oral uma vez que a alteracdo na microflora depende da causa da
hipossalivacéo e ndo da magnitude da diminuicdo salivar?! Sendo assim, a diminuicdo da
sialorréia induzida pela BoNT-A pode trazer impactos caracteristicos na microbiota oral
dos pacientes e sendo a toxina botulinica um tratamento eficaz e difundido para o escape
de saliva, é de fundamental importancia conhecer o seu efeito na saude bucal.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas histoldgicas,
histométricas e imunoistoquimicas do complexo submandibular-sublingual de ratos
submetidas a injecao intraglandular de BoNT-A (BTX-A da PROSIGNE®), assim como a

microbiota bucal desses animais.
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MATERIAIS E METODOS

Delineamento do estudo

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica de Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Pernambuco (processo de numero 23076.023152/2014-14) e
segue a recomendacao ética do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA)
e do National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

Trata-se de um estudo do tipo experimental, descritivo, analitico quantitativo, o qual
utilizou 35 ratas (Rattus norvegicus, var. albinus) fémeas, adultas e saudaveis da linhagem
Wistar, com peso entre 200 a 340g e idade média de 4-6 meses. Para excluir influéncias
hormonais, foram utilizadas ratas sexualmente maduras. Os animais foram alimentados
com dieta padrdo para roedores (Presence® — Paulinia, Sdo Paulo, Brasil), onde
obtiveram livre acesso a ragdo e agua, mantidos em gaiolas de polipropileno com tampa
de arame zincado com 4 animais, com temperatura de 23 +/- 2° C, respeitando o ciclo
dia/noite de 12 h cada.

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos de estudo: o grupo B
(n = 14), tratado com injecéo intraglandular de 2,5U toxina botulinica tipo A (Prosigne®,
Cristélia, China) reconstituida em 0,1 ml de solucéo de cloreto de sodio 0,9 %; o grupo G
(n=14), submetido a injecéo intraglandular de 0,25 mg de gelatina bovina (Gelita do Brasil
Ltda, Sdo Paulo, Brasil) diluida em 0,1 ml de cloreto de sddio 0,9%; e o grupo C (n=14),
gue corresponde ao controle negativo, onde os animais ndo sofreram intervencéao. Os
animais dos grupos G e B receberam 1 aplicacéo a cada 35 dias, totalizando 3 aplicacdes.
Posteriomente, os animais dos grupos G e B foram subdivididos em dois subgrupos (n=7),
de acordo com a data de eutanasia e analise da glandula apés o fim do tratamento. Os
animais foram eutanasiados ap6s 12 dias (G12 e B12) ou 35 dias (G35 e B35) ap6s o
término tratamento, datas equivalentes ao pico de acdo e término de acdo da droga na
estrutura glandular de ratos respectivamente. O grupo C néo sofreu intervencéao, portanto,
a coleta de microbiota e a exérese da glandula foram realizadas na idade correspondente
ao inicio do tratamento dos demais animais.

Para a realizacdo da injecao intraglandular, os animais foram anestesiados com
cloridrato de quetamina (10 mg/kg de peso — Ketamin®, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) e
cloridrato de xilazina (0,5 mg/kg de peso — Rompum® Bayer, Sdo Paulo Brasil),
associados na mesma seringa e administrados por via intramuscular. Foi realizada

antissepsia da regido cervical dos animais com clorexidina aquosa a 2% e, através do
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método de palpacgdo, procedeu-se a inje¢cdo das substancias apenas no complexo
submandibular-sublingual do lado direito. O lado esquerdo néo foi utilizado como controle
para descartar alteragdes histologicas decorrentes de uma possivel hiperfuncdo em
resposta a baixa producao de saliva pela glandula contralateral. Todas as intervencdes
nos animais foram realizadas as 7:00AM.

Coleta e analise da microbiota

A coleta da microbiota oral foi realizada antes do inicio do tratamento e apés 12
dias da ultima aplicacdo em todos 0s grupos experimentais e antes da eutanasia do grupo
controle. Para tal, os animais foram anestesiados e a coleta foi realizada na saida dos
ductos das glandulas submandibulares e sublinguais por um swab embebido em 40puL de
solucéo de cloreto de sédio 0,9% estéril. O swab foi colocado em um tubo estéril contendo
460pL de Brain Heart Infusion -BHI (MERCK®, Darmstadt, Alemanha). Estes 500pL foram
homogeneizados e diluidos transferindo-se 100uL para outro tubo estéril contendo 900yl
do BHI. Ap6s a homogeneizacédo do tubo contendo 1000puL, utilizou-se uma alga calibrada
estéril de 1pL para semear placas de Petri contendo Agar-sangue e Agar-Levine para
isolamento das bactérias gram-positivas e gram-negativas, respectivamente.
Posteriormente, estas placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 48
horas o que permitiu a obtencdo do crescimento bacteriano. As laminas foram
confeccionadas a partir de esfregacos secos a temperatura ambiente, fixadas pelo calor
através da chama do bico de Bunsen e coradas pelo método de Gram para avaliagdo das
formas e arranjos bacterianos. De cada placa, as unidades formadoras de col6nias (UFC)
foram contadas através de um contador manual de colbnias sob lupa e os seus
percentuais calculados. Posteriormente, cada col6nia foi isolada para identificacdo das
bactérias utilizando-se os testes: Staphclin, Novobiocina e Optoquina (Laborclin®, Pinhais,
Parana, Brasil); Agar Bile Esculina (Newprov®, Pinhais, Parana, Brasil) e NaCl 6,5%
(VETEC®, Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil).

Avaliacdo Histoldgica e Histométrica

Os espécimes foram fixados em solucdo de formaldeido a 10% tamponado em por
24 horas e submetidos ao processamento histologico convencional. Seis cortes
histolégicos seriados de 5um de espessura foram obtidos de tecidos embebidos em
parafina, corados em hematoxilina-eosina (HE) e escaneados pelo Pannoramic MIDI
digital slide scanner (3Dhistech Kft; Budapeste, BP, Hungria). Em seguida, foram

analisados através do software Pannoramic Viewer (3Dhistech Kft; Budapeste, BP



40

Hungria), de dominio publico.

Avaliou-se a altura da parede celular dos ductos estriados e a area dos acinos
Serosos e mucosos em micrémetros. Por animal, foram obtidos 6 cortes seriados de cada
glandula e em cada corte foram aleatoriamente escolhidos 5 4cinos serosos, 5 acinos
mucosos e 5 ductos estriados para serem medidos. As estruturas escolhidas
apresentavam secc¢ao transversal e circunferéncia circular para a correta mensuragéo da
area dos 4cinos serosos e mucosos, e espessura da parede de ductos estriados (altura
da célula ductal).

Anédlise de apoptose

A deteccdo de apoptose foi executada pelo método de TUNEL utilizando o Kit
Apoptag® Red in situ (Merck, Darmstadt, Alemanha). Os cortes foram imersos em uma
solucdo de 800U/mL de Proteinase K em Tampé&o Fosfato Salino (PBS 0.01M, pH 7,4) por
15 minutos e incubados em uma solucdo contendo deoxinucleotidil transferase (TdT) e
nucleotideos por 60 minutos a 37°C. Depois disso, os cortes foram incubados com o
anticorpo antidigoxigenina conjugado a peroxidase de rabano. Em seguida, os cortes
foram contracorados com DAPI (Sigma Missouri, EUA), desidratados em bateria
crescente de etanol, diafanizados em xilol e montados em meio Entellan®.

As imagens de fluorescéncia para o DAPI foram obtidas em um microscopio de
fluorescéncia invertido modelo DMI4000B (Leica, Alemanha). Para as analises foi utilizada
uma magnificacdo de 400x. As imagens de fluorescéncia para o DAPI foram adquiridas
utilizando um filtro de excitagao no ultravioleta (UV) do tipo “band pass” (BP 360/40 nm) e
a coleta foi realizada no filtro de emissdo BP 470/40 nm. Para captar a fluorescéncia
correspondente ao “apoptag red” foi utilizado os filtros de excitagcdo BP 560/40 nm e
emissao BP 645/75 nm.

Analise imunoistoquimica

Para as analises imunoistoquimicas, foram confeccionados cortes de 3um de
espessura, dispostos em laminas silanizadas polarizadas (Starfrost®, Knitellglass, Glher,
Alemanha).

Para a analise da calponina, foi utilizado o método da estreptoavidina-biotina
(SABC- Streptoavidin biotin complex) com o anticorpo monoclonal especifico contra o
antigeno da calponina (clone CALP) (Dako Corporation, California, Estados Unidos) na
diluicdo de 1:150. O anticorpo monoclonal anti-actina musculo especifica (clone HHF35)

(Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA) na diluicdo del1:100. Os cortes foram
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desparafinizados em xilol e reidratados em banhos decrescentes de etanol. Procedeu-se o
blogueio da peroxidade peroxido de hidrogénio a 6% e metanol na proporcéo de 1:1, em
seguida os cortes foram lavados em solugéo tampéao Fosfato Salino (PBS 0.01M, pH 7,4)
para posterior incubacdo dos anticorpos na camara de presséo Pascal (Dako Corporation,
California, Estados Unidos) em temperatura de 55°C. O anticorpo para actina passou 1 hora
na incubagédo, enquanto que a calponina foi incubada overnigth. Em seguida, fez-se a incu-
bacdo com o anticorpo secundario biotinilado (DAKO LSAB Kit, Peroxidase, Dako Corpo-
ration, California, Estados Unidos), por 30 min, a temperatura ambiente e, entdo, a ex-
posicdo ao complexo terciario streptavidina-biotina-peroxidase (DAKO LSAB Kit, Peroxi-
dase), por 30 min a temperatura ambiente. Todas as etapas descritas foram seguidas de
lavagem com a solucdo tampéo. O material foi imerso para incubagédo com solucéo de dia-
minobenzidina (DAKO Liquid DAB, Dako Corporation, California, Estados Unidos), por 30
min e contracorados com hematoxilina de Mayer.

Os vasos sanguineos contidos nos espécimes foram utilizados como controle
positivo das reacdes da calponina e actina. As laminas foram escaneadas através do
Pannoramic MIDI digital slide scanner (3Dhistech Kft; Budapeste, BP, Hungria) e
analisadas através do software Image Pro Plus (Media Cybernetics Inc, Rockville, MD,
USA), onde as estruturas positivas para as imunomarcacdes foram selecionadas pela
coloracéo especifica para quantificacdo da sua area e da sua intensidade de coloracéao

medida através da densidade Optica média.

Analise estatistica

Os dados referentes a quantidade de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) e
as medidas histométricas foram tabulados utilizando os Softwares SPSS 13.0 (Statistical
Package for the Social Sciences, Chicago, Estados Unidos) para Windows e o programa
Excel 2010 (Microsoft, Redmond, Estados Unidos). Todos os testes foram aplicados com
95% de confianca. As variaveis numéricas estdo representadas pelas medidas de
tendéncia central e medidas de dispersdo nas tabelas. Para comparacdo entre dois
grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney (Ndo Normal) e para comparacdo entre

grupos pareados, o teste de Wilcoxon (Nao Normal).
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RESULTADOS

N&o houve perda de animal e néo foi identificado qualquer sinal de doencga nos
mesmos durante o periodo de estudo. Os animais pesavam em média 270g e nao foi
observada variagéo significativa de peso durante o tratamento.

Anélise histolégica

Em todos os grupos de estudo, a glandula submandibular apresentou acinos
serosos eosinofilicos com nucleos arredondados e com vacuolos citoplasmaticos
frequentes, os quais também foram visiveis nos acinos mucosos da glandula sublingual.
Foi possivel identificar a presenca de ductos estriados em grande quantidade, ductos
excretores intralobulares e extralobulares, e ductos intercalares. Nao foi identificada a
presenca de infiltrado inflamatério em nenhum dos espécimes analisados (Figura 1).

O grupo analisado apos 12 dias do fim do tratamento com a BTXA (B-12)
apresentou acinos mucosos atrofiados e maior espessura do estroma fibroso interacinar
(Figura 1B). Esta caracteristica nao foi observada nos demais grupos. A por¢céo serosa
dos espécimes do grupo B-12 apresentou maior quantidade de ductos granulosos, os
guais exibiram intensa degranulacéo, fortemente eosinofilos e volumosos (Figura 1C). No
grupo B-35, foi identificada a presenca de vasos congestos associados ao sistema de
ductos e a persisténcia dos ductos granulosos em degranulacdo na porcao serosa da

glandula.

Analise histométrica

Segundo as Tabelas 1 e 2, observa-se uma reducao estatisticamente significantiva
na altura celular da parede dos ductos estriados no grupo B-12 em relagdo ao grupo B-35
(p= 0,004). No entanto, a média da altura das células ductais no grupo B-35 néo
apresentou diferenca estatistica quando comparada ao grupo controle (p= 0,2) e ao grupo
gelatina (p=0,109). Nao houve diferenca entre os subgrupos B e G quanto as medidas
dos ductos.

Com relacdo a area dos acinos serosos, 0 grupo B-12 apresentou area média
significativamente menor quando comparada ao grupo controle, ao grupo B-35 e ao grupo
G-12 . De igual forma, o grupo B-12 apresentou &reas de acinos mMucosos
significativamente menores que os do grupo controle, grupo G-12 e grupo B-35. A medida
da area dos &cinos mucosos do grupo B-35 ndo revelou diferenca na comparagdo com o

grupo G-35. Entretanto, elas foram significativamente menores quando comparadas ao
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grupo C.
Na comparacdo entre os grupos C e G-12 houve diminuicdo estatisticamente
significante tanto da area serosa quanto da mucosa no grupo G-12, o que nao foi

observado no grupo G-35 em relagdo ao grupo C nem na area mucosa, nem na serosa.

Anédlise da apoptose

Todas as amostras submetidas ao teste de apoptose revelaram reacdo TUNEL
positiva de forma difusa em nucleos, bem como em citoplasma na forma de blebs, tanto
na por¢cdo mucosa como na por¢ado serosa e ductal. Fibras coldgenas e heméacias
apresentaram autofluorescéncia para o vermelho. Sob andlise descritiva, o grupo controle
negativo (C), apresentou raras marcagdes para apoptose (+) (Figura 1). Os grupos B35,
G12 E G35 apresentaram marcagcbes ocasionais (++) e o grupo B12 evidenciou

marcacoes frequentes (+++).

Anélise imunoistoquimica

Do ponto de vista qualitativo, 0s acinos apresentaram imunomarcacgao positiva
tanto para calponina como para actina musculo-especifica, evidenciadas na regido
mucosa e serosa como pontos circundantes a periferia dos acinos, sugerindo a marcagao
das células mioepiteliais em todos os grupos analisados (figuras 2 e 3). Os vasos
sanguineos apresentaram forte marcacao e, portanto, constituiram o controle positivo da

reacao.

A quantificacdo da area corada pela imunoistoquimica da calponina demonstrou
menor area (0,25um?) e menor densidade éptica média da marcagédo (27859) do grupo
B12 com relacdo aos demais grupos, correspondendo a apenas um terco da area corada
no grupo controle (0,75 pm?), o qual apresentou também maior intensidade do corante
(65862). Os grupos B35, G35 e G12 apresentaram médias de area e intensidade
semelhantes ao grupo controle. Essas alterac6es foram detectadas apenas na porcéo

Serosa.

A imunoreatividade para actina musculo-especifica também revelou, na porgéo
serosa, menor valor das médias de area (0,20 um?) e densidade 6ptica média (24780) no
grupo B12 com relacdo aos demais grupos, a excec¢do do grupo G12 que apresentou

médias similares tanto de area (0,26 pm? como de intensidade (30065). A semelhanca



44

da marcacao com calponina, o grupo controle apresentou médias mais elevadas de area

imunorreativa (0,63 um?) e de intensidade (67333).

Anélise microbioldgica

Comparando a quantidade de UFCs apds o tratamento, ndo foi identificada
diferenca estatisticamente significante entre os grupos tratados e o controle, tampouco
entre os grupos B-12 (p= 0,36) e G-12 (p=0,709) (Tabela 3). A Tabela 4 demonstra a
comparacao do quantitativo de UFCs antes e ap0s o tratamento no grupo B (p=0,310) e
no grupo G (p=0,733), ndo evidenciando diferencas estatisticamente significativas. Com
relacdo ao género das bactérias, observou-se uma predominancia dos Streptococcus sp.
seguido da Corynebacterium sp. em todos os grupos analisados (Tabela 5). Do género
Streptococcus houve uma prevaléncia de bactérias do trato gastrointestinal representadas
pelos Streptococcus do grupo D. Com relagéo ao teste de Gram, a maioria das espécies
identificadas foi Gram positivas em todos os grupos de estudo. A analise qualitativa da
cultura de bactérias ndo revelou alteracdo no padrdo dos géneros bacterianos

encontrados nos animais que receberam a BTXA e nos animais dos grupos controle.
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DISCUSSAO

Por ser uma terapia eficaz, de alta especificidade e associada a poucos efeitos
colaterais, a BONT-A é uma alternativa prioritaria no tratamento da sialorréia. Dado que a
toxina botulinica é considerada a toxina de maior efeito letal ao ser humano, protocolos
terapéuticos com essa droga devem ter rigoroso embasamento cientifico. No entanto, um
consenso internacional sobre o uso da toxina botulinica em pacientes com escape de
saliva apontou falta de evidéncia sobre os seus efeitos apos repetidas doses??. Pelo nosso
conhecimento, este € o primeiro estudo controlado com avaliacdo pormenorizada do
tecido glandular apds o uso crénico da BoNT-A em glandulas salivares.

Ao avaliar a histologia do complexo submandibular-sublingual de ratas submetidas
ao tratamento repetido com a BONT-A, o presente estudo identificou uma diminuicao
significativa do tamanho dos acinos e da altura celular dos ductos estriados apos 12 dias.
Sob a andlise tempo-curso, mostra-se que, apos 35 dias do tratamento, 0s acinos
aumentaram o seu tamanho em relacéo ao grupo B12, sem, contudo, se igualar ao grupo
controle que evidenciou medidas significativamente maiores que o0 grupo B nos dois
momentos avaliados (12 e 35 dias). O menor tamanho dos acinos encontrado no grupo
B35 com relacdo ao controle pode ser justificado pela maior idade dos animais ao final do
tratamento com a BoNT-A, pois com tempo de vida é comum encontrar atrofia acinar em
glandulas submandibulares de ratos?3.

Ao investigar o mecanismo do efeito inibitério da BONT-A na secrec¢éo da glandula
paroétida de ratos, foi identificada discreta atrofia das células acinares apos 7 dias da
aplicacdo de dose Unica de 2,5U de BTXA® (Lanzhou, China), sugerindo o inicio do efeito
da droga. No mesmo estudo, os autores observaram que, apés 12 dias da aplicacao,
houve uma atrofia significativa das células glandulares. Porém, apds 35 dias, esta
diferenca ndo € mais identificada em comparacdo com 0 grupo que recebeu apenas
solucdo salina. Sugeriu-se que o periodo de 12 dias se refere ao pico de a¢éo da droga,
ausentando-se o efeito apos 35 dias?*. Os dados morfométricos encontrados no presente
estudo estédo de acordo pesquisas que analisaram o efeito da dose Unica de BONT-A em
glandulas de ratos e revelaram atrofia transitoria de células acinares e ductais, aumento
do tecido fibroso interacinar?® e menor contagem de ntcleos?.

Em glandulas salivares, a atividade secretora esta intimamente relacionada com o
volume celular. Ratos com deficiéncia nos canais de AQP-5 apresentam diminuicdo da

permeabilidade da membrana acinar e alteracédo do seu volume?’. Uma vez que a BoNT-
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A é capaz de alterar a distribuicdo dos canais de AQP-5 na superficie dos acinos,
voltando-os para o citoplasma, a inativacdo desses canais pode estar associada a
diminuic&do de volume acinar identificada no grupo B.

A literatura reporta efeitos ultraestruturais que suportam a evidente atrofia dos
acinos provocada pela desnervacdo quimica mediada pela BoONT-A, tais como variacdes
morfolégicas do reticulo endoplasmatico rugoso, degeneragdo mitocondrial, vacuolos
secretores com variacdo em tamanho, forma e densidade eletrénica, ndcleo com forma
irregular e cromatina finamente dispersa em glandulas tratadas com a BoONT-A em dose
Gnica?®. Em conformidade com o presente estudo, ja foi reportado o aumento do contetido
fibroso intersticial da glandula e aumento dos grénulos densos de glicogénio e de
mitocondrias no citoplasma dos ductos estriados granulares evidenciados apés o
tratamento intraglandular com toxina botulinica®.

Os ductos granulosos séo estruturas caracteristicas da glandula submandibular de
roedores, apresentam rico componente proteico e mitocondrial, pois secretam fatores de
crescimento e proteinas. Quando uma glandula é perdida, existe uma atividade
compensatoria da glandula contra-lateral através do aumento dos ductos granulosos®.
Dessa forma, a destacada evidéncia do ducto granuloso no grupo B-12 pode ter relacdo
com a supressao da atividade secretdria pelos acinos induzida pela BoNT-A.

A apoptose é um evento comum em glandulas submandibulares de ratos no
periodo pds natal, até cerca do 21° dia pos nascimento, quando as células pro acinares
sdo completamente transformadas em células acinares. Nesse periodo a reacdo TUNEL
mostra caracteristicas morfolégicas da apoptose, incluindo a fragmentacdo de nucleos e
a presenca de corpos apoptéticos no citoplasma3l. A BoNT-A demonstrou induzir
apoptose em proéstata®? e glandula nasal de ratos®. Em glandulas submandibulares de
coelhos tratados com aplicacdo Unica de BTX-A (Prosigne®, Cristalia, China) poucas
células apoptéticas foram encontradas no grupo controle. No entanto, na avaliagdo apos
14 dias, tanto células acinares como ductais mostraram apoptose. Além da morte celular,
0S autores constataram 0s acinos menores, com acumulo de granulos e formacéo de
tecido fibroso no local da injecdo apdés 12 dias da aplicacdo. Essas alteraces
morfolégicas encontradas néo foram vistas apés 28 dias do tratamento*. Em consonancia
com a literatura exposta, a identificacdo de apoptose no grupo B12 do presente estudo
confirma o estimulo da toxina botulinica sobre a morte celular em estruturas glandulares.

Sabe-se que a actina e a calponina, presentes nas células mioepiteliais, participam
ativamente do processo de exocitose, realizando o rearranjo do citoesqueleto da célula

necessario para a liberacdo de vesiculas®®. A BoNT-A é capaz de impedir a
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neuroexocitose através no bloqueio da retinulagédo da actina F do citoesqueleto celular em
juncdes neuromusculares %, Ela ainda esta relacionada com a diminuicdo da expresséo
de actina e miosina em cultura de fibroblastos®’. A acdo da BoNT-A sob as células
mioepitelias foi reafirmada uma vez que houve uma diminuicdo de sua quantidade no
grupo B-12.

Recentemente foi publicado o primeiro estudo avaliando as interferéncias
histopatolégicas do tratamento repetido com BONT-A em humanos. Ao analisar 17
glandulas que receberam ao menos 4 injecdes de BoNT-A, ndo foram identificadas
diferencas estatisticas com relacdo a morfologia e contagem das células acinares entre
os grupos tratado e controle®. Por se tratar de um estudo retrospectivo os autores néo
descrevem os periodos de avaliacdo apos a injecdo, o que dificulta a interpretacdo dos
resultados encontrados quanto a auséncia ou a reversibilidade do efeito da BoNT-A na
glandula. Além disso, ndo foram realizadas imunomarcacdes, tampouco avaliados
parametros relativos a area acinar,

A coeréncia dos resultados apresentados com os estudos que utilizaram dose Unica
leva a sugestéo de que o tratamento cronico com a BoNT-A na glandula tende a seguir o
mesmo padrao de reversibilidade dos seus efeitos em dose Unica. Um aumento no volume
dos acinos, ductos e células mioepiteliais no grupo B35 em relacdo ao B12 suportam essa
hipétese.

Com relacdo aos testes bacteriolégicos executados, ndo foram constatadas
alteracdes quanto a quantidade de UFCs e quanto ao padrao de espécies colonizadoras
antes e apos os tratamentos. Houve prevaléncia de bactérias gram positivas. Uma
avaliacdo comparativa apdés a administracdo intraglandular de toxina botulinica em
pacientes portadores de doencas neurodegenerativas nado identificou alteracdes
estatisticamente significantes na contagem de bactérias cariogénicas nem na alteracao
da composicdo salivar®. De igual forma, a contagem de bactérias em criancas com
paralisia cerebral tratadas com injecdes de BoNT-A ndo mostrou alteracdo significante.
A prevaléncia de bactérias gram positivas na microbiota oral de ratos também foi relatada
por Hide et al. (2012)*. Percentuais mais semelhantes de bactérias Gram-positivas foram
observados no trabalho de Araujo et al. (2007), onde perfaziam um total de 91,2%,
enquanto que o percentual de bactérias gram-negativas foi de 8,8%%*2. E possivel que o
tratamento em carater cronico tenha induzido uma compensacao na secrecao salivar das
demais glandulas salivares o que explicaria a ndo interferéncia na microbiota oral.

O Streptococcus do grupo D é comumente encontrado na flora do trato

gastrointestinal e representou a bactéria encontrada em maior proporgéo tanto nos



48

animais tratados (B e G) como nos controles (C). O Streptococcus spp., Lactobacillus
spp., Veillonella spp., Neisseria spp. e S. salivarius sao tipos predominantes de bactérias
isoladas a partir da saliva, do dorso da lingua, da mucosa bucal e sulco gengival de
ratos*®. A BoNT-A tem alta afinidade com os terminais colinérgicos da membrana pré-
sinaptica e pequena distribuicdo sistémica apos o uso de doses terapéuticas. Portanto
ndo se tem relatado efeitos a distancia decorrentes da sua aplicacdo. Este fato pode
explicar a auséncia de alteragdo na microbiota oral relatada j& que ndo ha interferéncia
dessa droga com ions, imunoglobulinas ou enzimas salivares, componentes estes

fundamentais na funcéo de defesa da saliva.

CONCLUSAO

A aplicacdo crbnica da toxina botulinica tipo A (Prosigne® Cristalia, S&o Paulo, Brasil) foi
capaz de provocar alteracdes histolégicas no complexo submandibular-sublingual de
ratas apos 12 dias, havendo uma tendéncia a reversao aos 35 dias. As alteracdes
constatadas incluem diminui¢cdo de acinos serosos, mucosos e de ductos, diminuicdo das
células mioepiteliais e ocorréncia da apoptose celular. Por outro lado, o tratamento com a
BoNT-A ndo provocou alteracdo no padrdo de colonizacdo bacteriana dos animais. A
provavel reversdo das alteracdes celulares em glandulas submandibulares sugere que
esta formulacdo de BoNT-A pode ser utilizada com seguranca no tratamento do escape

salivar.
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Figura 1. Fotomicrografias de glandulas submandibulares de ratas coradas em HE.
(A) acinos mucosos do grupo controle; (B) acinos mucosos do grupo B-12 com setas
amarelas mostrando conteudo intersticial fibrético; (C), acinos mucosos do grupo B-35;
(D) &cinos serosos do grupo B-12 com asteriscos mostrando a presenca de ductos
granulosos desintegrados; (E e F): &cinos mucosos e serosos respectivamente do grupo
B-12 evidenciando pontos de apoptose nas setas verdes. Barras A, Be C =100um, D=200

pm, E e F= 28 pm.
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Actina (HHF-35)

Calponina

Figura 2: Imunomarcacdo para Actina HHF-35 e calponina Fotomicrografias
evidenciando menos marcacao de células mioepiteliais com maior evidéncia nos acinos
serosos do grupo B-12 em comparacdo com os grupos C e B-35. Barra equivalente a
100um.



LISTA DE TABELAS

56

Tabela 1 — Médias e desvio padréo da area dos &cinos e espessura do ducto dos subgrupos B12 x B35 e

G12 x G35.
Momentos
Variaveis 12 Dias 35 Dias p-valor *
Média = DP Média + DP

BTXA

Espessura do ducto () 12,64 + 0,71 14,42 + 0,43 0,004
Area serosa (um?) 376,06 + 52,23 614,61 + 139,88 0,006
Area mucosa (um?) 497,08 £ 51,57 1026,84 + 135,74 0,004
Gelatina

Espessura do ducto () 15,96 + 1,53 15,11 + 0,81 0,262
Area serosa (um?) 481,57 £ 117,96 708,97 + 138,15 0,025
Area mucosa (um?) 940,72 + 123,72 1314,65 £ 206,43 0,006

(*) Teste de Wilcoxon

Tabela 2 — Comparacdo da média e desvio padréo dos &cinos e ductos entre os grupos C, G e B.

Grupos
Moment Variaveis Controle BTXA p-valor
O *
Média + DP Média + DP
Espessura do ducto () 16,59 + 2,53 12,64 + 0,71 0,004
12 dias Area do &cino seroso (um?) 915,60 + 121,80 376,06 + 52,23 0,004
Area mucosa (um?) 1607,48 + 405,07 497,08 £ 51,57 0,004
Espessura do ducto (W) 16,59 + 2,53 14,42 + 0,43 0,200
35 dias Area serosa (um?) 915,60 + 121,80 614,61 + 139,88 0,004
Area mucosa (um?) 1607,48 + 405,07 1026,84 + 135,74 0,012
Controle Gelatina
Média + DP Média + DP
Espessura do ducto () 16,59 + 2,53 15,96 + 1,53 0,631
12 dias Area serosa (Um?) 915,60 + 121,80 481,57 £ 117,96 0,004
Area mucosa (um?) 1607,48 + 405,07 940,72 + 123,72 0,004
Espessura do ducto () 16,59 + 2,53 15,11 + 0,81 0,337
35 dias Area serosa (um?) 915,60 + 121,80 808,97 + 138,15 0,106
Area mucosa (um?) 1607,48 + 405,07 1314,65 + 206,43 0,200
BTXA Gelatina
Média + DP Média + DP
Espessura do ducto (u) 12,64 £ 0,71 15,96 + 1,53 0,004
12 dias Area serosa (Um?) 376,06 + 52,23 481,57 + 117,96 0,025
Area mucosa (um?) 497,08 + 51,57 940,72 + 123,72 0,004
Espessura do ducto (u) 14,42 + 0,43 15,11 £+ 0,81 0,109
35 dias Area serosa (Um?) 614,61 + 139,88 808,97 + 138,15 0,423
Area mucosa (um?) 1026,84 + 135,74 1314,65 + 206,43 0,055

(*) Teste de Mann-Whitney
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Tabela 3 — Comparacéo da quantidade de UFCs entre grupos tratados e controle e entre tratados BTXA e
Gelatina

GRUPOS Média + DP p-valor *
Antes
BTX-A 140,14 + 126,46 0,136
Controle 46,57 + 35,47
Gelatina 62,14 + 57,77 0,709
Controle 46,57 + 35,47
Depois
BTX-A 107,43 + 98,26 0,233
Controle 46,57 + 35,47
Gelatin 51,57 +65,90 0,681
Controle 46,57 + 35,47
Antes
BTX-A 140,14 + 126,46 0,201
Gelatina 62,14 + 57,77
Depois
BTX-A 107,43 + 98,26 0,565
Gelatina 51,57 65,90

(*) Teste de Mann-Whitney

Tabela 4 — Comparativo da quantidade de Unidades Formadoras de Coldnias (UFCs) por subgrupo antes
e apo6s 12 do tratamento

Momento
Grupo Antes Depois p-valor *
Média + DP Média + DP
BTX-A 12 dias 140,14 + 126,46 107,43 + 98,26 0,310
GELATINA 12 dias 62,14 £ 57,77 51,57 £ 65,90 0,933

(*) Teste de Wilcoxon



Tabela 5 — Percentual bacteriano dos grupos tratados e controle antes e apés 12 dias do tratamento
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GRUPO BTX-A BTX-A Gelatina Gelatina
antes de depois antes de depois Controle
12 dias de 12 12 dias de 12
dias dias
n % N % n % n % n %
Corynibacterium sp 2 28 5 7, 11 26 3 10 6 21
8 5 9 8 7 9 8 5 9 ,0
0
Bacillus sp 9 9, 1 0, 2 5, 1 3, 1 4,
7 9 1 2 1 4 9 5 6
Streptococcus grupo D 2 27 5 76 2 46 2 69 7 22
7 ,6 7 ,2 0 ,0 5 3 2 ,0
1 3 0 0
Streptococcus enterococcus 1 13 6 8, 3 9, 1 38
3 .8 4 5 4 4 2 1
5 5
Streptococcus grupo Viridans 6 1,
7
Streptococcus grupo B 2 0, 5 12
3 6 9
Staphylococcus coagulase 6 0, 5 7, 7 18 3 0,
negative 6 5 3 8 9
Staphylococcus aureus 3 3, 1 4, 7 1, 4 14
1 2 8 1 9 7 3
Escherichia coli * 1 15
5 9
6
Aeromonas Viridans * 7 1,
9

*Bactérias Gram negativas
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5 CONCLUSAO

A aplicacéo crbnica da toxina botulinica tipo A (Prosigne® Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) foi
capaz de provocar alteragBes histolégicas no complexo submandibular-sublingual de
ratas apos 12 dias, havendo uma tendéncia a reversdo aos 35 dias. As alteracdes
constatadas incluem diminuicdo de acinos serosos, mucosos e de ductos, diminui¢cdo das
células mioepiteliais e ocorréncia da apoptose celular. Por outro lado, o tratamento com a
BoNT-A ndo provocou alteragcdo no padrdo de colonizagdo bacteriana dos animais. A
provavel reversdo das alteracdes celulares em glandulas submandibulares sugere que
esta formulacdo de BoNT-A pode ser utilizada com seguranca no tratamento do escape

salivar.
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ANEXO A - CARTA DO COMITE DE ETICA

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

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

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

Recife, 9 de outubro de 2014.

Oficio n° 58/14

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

Departamento de Histologia

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n°® 23076.023152/2014-14

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

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

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

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a

serem realizados.

Origem dos animais: Biotério; Animal: ratos; Idade: 30 dias; Atenciosamente,
Peso: 150-200g; Sexo: fémeas; Numero total de animais
previsto no protocolo: 60. :

\/Uj)cwacu YA

Prof® Marcia Vasconcelos
Vice-Presidente do CEUACCB-UFPE
e SIAPE 2199635

CCB: Integrar para desenvolver
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ANEXO B - NORMAS DA REVISTAARCHIVES OF ORAL BIOLOGY
GUIDE FOR AUTHORS

Editors-in-Chief:

Dr G R Holland, Ann Arbor, MI, USA

Professor G B Proctor, London, UK

Archives of Oral Biology is an international journal which aims to publish papers of the
highest scientific

quality reporting new knowledge from the orofacial region including:

+ developmental biology

« cell and molecular biology

» molecular genetics

* immunology

* pathogenesis

* microbiology

* biology of dental caries and periodontal disease

» forensic dentistry

* neuroscience

* comparative anatomy

* paeleodontology

Archives of Oral Biology will also publish expert reviews and articles concerned with
advancement in relevant methodologies. The journal will only consider clinical papers
where they make a significant contribution to the understanding of a disease process.
These guidelines generally follow the Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals

Types of Contribution

Original papers and review articles are welcomed. There will be no differentiation on the
basis of length into full or short communications. All submissions will be refereed.

Page charges

This journal has no page charges.

Submission checklist

You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the
journal for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more
details. Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

* Include keywords

« All figures (include relevant captions)

* All tables (including titles, description, footnotes)

* Ensure all figure and table citations in the text match the files provided

* Indicate clearly if color should be used for any figures in print

Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations

* Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'
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* All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Internet)

* Relevant declarations of interest have been made

« Journal policies detailed in this guide have been reviewed

* Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in publishing

Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal
publication.

Human and animal rights

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work
described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical
Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans; Uniform
Requirements for manuscripts submitted to Biomedical journals. Authors should include a
statement in the manuscript that informed consent was obtained for experimentation with
human subjects. The privacy rights of human subjects must always be observed. All animal
experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out in
accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated
guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of
Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023,
revised 1978) and the authors should clearly indicate in the manuscript that such
guidelines have been followed.

Declaration of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including
any financial, personal or other relationships with other people or organizations within three
years of beginning the submitted work that could inappropriately influence, or be perceived
to influence, their work.

More information.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or
as an electronic preprint, see '‘Multiple, redundant or concurrent publication’ section of our
ethics policy for more information), that it is not under consideration for publication
elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the
responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be
published elsewhere in the same form, in English or in any other language, including
electronically without the written consent of the copyright-holder. To verify originality, your
article may be checked by the originality detection service CrossCheck.

Contributors

If there are four or more authors, then each is required to declare his or her individual
contribution to the article: all authors must have materially participated in the research
and/or article preparation, so roles for all authors should be described. The statement that
"All authors have read and approved the final article" should be true and included in the
disclosure.

Authorship

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the
conception and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of
data, (2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content, (3) final
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approval of the version to be submitted.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding
author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement'
form or a link to the online version of this agreement. Subscribers may reproduce tables
of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal circulation within their
institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution outside the
institution and for all other derivative works, including compilations and translations. If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written
permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has
preprinted forms for use by authors in these cases.

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to
complete an 'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse
of open access articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights

As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work.
Elsevier supports responsible sharing

Find out how you can share your research published in Elsevier journals. Role of the
funding source You are requested to identify who provided financial support for the conduct
of the research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the
sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in
the writing of the report; and in the decision to submit the article for publication. If the
funding source(s) had no such involvement then this should be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors
to comply with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the
author for the Open Access Publication Fee. Details of existing agreements are available
online. After acceptance, open access papers will be published under a noncommercial
license. For authors requiring a commercial CC BY license, you can apply after your
manuscript is accepted for publication.

Open access

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open access

* Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.
* An open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their
research funder or institution.

Subscription

* Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient
groups through our universal access programs.

* No open access publication fee payable by authors.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer
review criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative
Commons user licenses: Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC
BY-NC-ND) For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and
to include in a collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s)
and provided they do not alter or modify the article. The open access publication fee for
this journal is USD 2500, excluding taxes. Learn more about Elsevier's pricing policy:
http://www.elsevier.com/openaccesspricing. Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number
of green open access options available. We recommend authors see our green open
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access page for further information. Authors can also self-archive their manuscripts
immediately and enable public access from their institution's repository after an embargo
period. This is the version that has been accepted for publication and which typically
includes author-incorporated changes suggested during submission, peer review and in
editor-author communications. Embargo period: For subscription articles, an appropriate
amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing customers before an
article becomes freely available to the public. This is the embargo period and it begins from
the date the article is formally published online in its final and fully citable form. Find out
more. This journal has an embargo period of 12 months.

Elsevier Publishing Campus

The Elsevier Publishing Campus (www.publishingcampus.com) is an online platform
offering free lectures, interactive training and professional advice to support you in
publishing your research. The College of Skills training offers modules on how to prepare,
write and structure your article and explains how editors will look at your paper when it is
submitted for publication. Use these resources, and more, to ensure that your submission
will be the best that you can make it.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing
to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific
English may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's
WebShop.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your
article details and uploading your files. The system converts your article files to a single
PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required
to typeset your article for final publication. All correspondence, including notification of the
Editor's decision and requests for revision, is sent by e-mail. PREPARATION

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The
text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible.
Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular,
do not use the word processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do
use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using
a table grid, use only one grid for each

individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align
columns.

The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional
manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that source files of
figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures in
the text. See also the section on Electronic artwork. To avoid unnecessary errors you are
strongly advised to use the 'spell-check’ and 'grammar-check’ functions of your word
processor.

Article structure

Manuscript Structure

Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors, Affiliations, Abstract, Keywords,
Main text (Introduction, Materials & Methods, Results, Discussion for an original paper),
Acknowledgments, Appendix, References, Figure Captions and then Tables. Do not import
the Figures or Tables into your text. The corresponding author should be identified with an
asterisk and footnote. All other footnotes (except for table footnotes) should be identified
with superscript Arabic numbers.

Introduction
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This should be a succinct statement of the problem investigated within the context of a
brief review of the relevant literature. Literature directly relevant to any inferences or
argument presented in the Discussion should in general be reserved for that section. The
introduction may conclude with the reason for doing the work but should not state what
was done nor the findings.

Materials and Methods

Enough detail must be given here so that another worker can repeat the procedures
exactly. Where the materials and methods were exactly as in a previous paper, it is not
necessary to repeat all the details but sufficient information must be given for the reader
to comprehend what was done without having to consult the earlier work. Authors are
requested to make plain that the conditions of animal and human experimentation are as
outlined in the "Ethics" and "Studies on Animals" sections above.

Results or Findings

These should be given clearly and concisely. Care should be taken to avoid drawing
inferences that belong to the Discussion. Data may be presented in various forms such as
histograms or tables but, in view of pressure on space, presentation of the same data in
more than one form is unacceptable.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. Acombined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and
discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.
Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. Present the
authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate
all affiliations with a lowercase superscript letter immediately after the author's name and
in front of the appropriate address.

Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if
available, the e-mail address of each author.

 Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given
and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address')
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic
numerals are used for such footnotes. As titles frequently stand alone in indexes,
bibliographic journals etc., and indexing of papers is, to an increasing extent, becoming
computerized from key words in the titles, it is important that titles should be as concise
and informative as possible. Thus the animal species to which the observations refer
should always be given and it is desirable to indicate the type of method on which the
observations are based, e.g. chemical, bacteriological, electron-microscopic,
histochemical, etc. A "running title" of not more than 40 letters and spaces must also be
supplied. A keyword index must be supplied for each paper.

Structured abstract

The paper should be prefaced by an abstract aimed at giving the entire paper in miniature.
Abstracts should be no longer than 250 words and should be structured as per the
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guidelines published in the Journal of the American Medical Association (JAMA 1995; 273:
27-34). In brief, the abstract should be divided into the following sections: (1) Objective;
(2) Design - if clinical, to include setting, selection of patients, details on the intervention,
outcome measures, etc.; if laboratory research, to include details on methods; (3) Results;
(4) Conclusions.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points
that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable
file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3
to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can
view example Highlights on our information site.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using British spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’,
'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may
be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

As Archives of Oral Biology is a journal with a multidisciplinary readership, abbreviations,
except those universally understood such as mm, g, min. u.v., w/v and those listed below,
should be avoided if possible. Examples of abbreviations which may be used without
definition: ADP, AMP, ATP, DEAEcellulose, DNA, RNA, EDTA, EMG, tris. Other
abbreviations used to improve legibility should be listed as a footnote on the title page.
Chemical symbols may be used for elements, groups and simple compounds, but
excessive use should be avoided. Abbreviations other than the above should not be used
in titles.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title
or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.). Formatting
of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:
Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx,
yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the
United States Institutes of Peace [grant number aaaa]. It is not necessary to include
detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When funding is from
a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding. If no
funding has been provided for the research, please include the following sentence: This
research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Bacterial nomenclature

Organisms should be referred to by their scientific names according to the binomial
system. When first mentioned the name should be spelt in full and in italics. Afterwards the
genus should be abbreviated to its initial letter, e.g. 'S. aureus' not 'Staph. aureus'. If
abbreviation is likely to cause confusion or render the intended meaning unclear, the
names of microbes should be spelt in full. Only those names which were included in the
Approved List of Bacterial Names, Int J Syst Bacteriol 1980; 30: 225-420 and those which
have been validly published in the Int J Syst Bacteriol since 1 January 1980 have standing
in nomenclature. If there is good reason to use a name that does not have standing in
nomenclature, the names should be enclosed in quotation marks and an appropriate
statement concerning the nomenclatural status of the name should be made in the text
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(for an example see Int J Syst Bacteriol 1980; 30: 547-556). When the genus alone is used
as a noun or adjective, use lower case Roman not italic, e.g.'organisms were
staphylococci' and 'streptococcal infection'. If the genus is specifically referred to use italics
e.g. 'organisms of the genus Staphylococcus'. For genus in plural, use lower case roman
e.g. 'salmonellae’; plurals may be anglicized e.g.'salmonellas’. For trivial names, use lower
case Roman e.g. 'meningococcus’ Artwork

Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity,
manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse and
will be dealt with accordingly. For graphical images, this journal is applying the following
policy: no specific feature within an image may be enhanced, obscured, moved, removed,
or introduced. Adjustments of brightness, contrast, or color balance are acceptable if and
as long as they do not obscure or eliminate any information present in the original.
Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disclosed in the figure
legend.

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or

use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

 Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

» Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format. Regardless of the
application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is finalized,
please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts. TIFF (or JPEG): Color or grayscale
photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi. TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure
black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPEG):
Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of 500 dpi.
Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically
have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

lllustration services

Elsevier's WebShop offers lllustration Services to authors preparing to submit a manuscript
but concerned about the quality of the images accompanying their article. Elsevier's expert
illustrators can produce scientific, technical and medical-style images, as well as a full
range of charts, tables and graphs. Image 'polishing' is also available, where our illustrators
take your image(s) and improve them to a professional standard. Please visit the website
to find out more. Tables Please submit tables as editable text and not as images. Tables
can be placed either next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the
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end. Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text and
place any table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that
the data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article.
Please avoid using vertical rules.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation
Style Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word
processor plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate journal
template when preparing their article, after which citations and bibliographies will be
automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide.
Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking
the following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/archives-of-oral-biology

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the
Mendeley plugins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American
Psychological Association. You are referred to the Publication Manual of the American
Psychological Association, Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies of which may
be ordered online or APA Order Dept., P.O.B. 2710, Hyattsville, MD 20784, USA or APA, 3
Henrietta Street, London, WC3E 8LU, UK.

List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same
year must be identified by the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.
Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a scientific
article. Journal of Scientific Communications, 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk, W., Jr., & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York: Longman,
(Chapter 4).

Reference to a chapter in an edited book:

AUTHOR INFORMATION PACK 16 Oct 2016 www.elsevier.com/locate/archoralbio 11
Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your article.
In B. S. Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp. 281-304). New
York: E-Publishing Inc.

Reference to a website:

Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK. (2003).
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ Accessed
13.03.03.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published
article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online
article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in
their own words and to help readers understand what the paper is about. More information
and examples are available. Authors of this journal will automatically receive an invitation
e-mail to create an AudioSlides

presentation after acceptance of their paper.

AFTER ACCEPTANCE

Online proof correction
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Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system,
allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word:
in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions
from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process
by allowing you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of
errors. If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF
version. All instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including
alternative methods to the online version and PDF. We will do everything possible to get
your article published quickly and accurately. Please use this proof only for checking the
typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and figures.
Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent
back to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of
any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility. Offprints The corresponding author will, at no cost, receive a customized
Share Link providing 50 days free access to the final published version of the article on
ScienceDirect. The Share Link can be used for sharing the article via any communication
channel, including email and social media. For an extra charge, paper offprints can be
ordered via the offprint order form which is sent once the article is accepted for publication.
Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's Webshop.
Corresponding authors who have published their article open access do not receive a
Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

Statistical analysis

Authors should ensure that the presentation and statistical testing of data are appropriate
and should seek the advice of a statistician if necessary. A number of common errors
should be avoided, e.g.: -

 Use of parametric tests when non-parametric tests are required

* Inconsistencies between summary statistics and statistical tests such as giving means
and standard deviations for data which were analysed with non-parametric tests.

* Multiple comparisons undertaken with multiple t tests or non-parametric equivalents
rather than with analysis of variance (ANOVA) or non-parametric equivalents.

* Post hoc tests being used following an ANOVA which has yielded a non-significant result.
* Incomplete names for tests (e.g. stating "Student's t test” without qualifying it by stating
"single

sample”, "paired” or "independent sample™)

* N values being given in a way which obscures how many independent samples there
were (e.g. stating simply n=50 when 10 samples/measurements were obtained from each
of 5 animals/human subjects).

« Stating that P=0.000 (a figure which is generated by some computer packages). The
correct statement (in this case) is P<0.0005.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find
everything from Frequently Asked Questions to ways to get in touch. You can also check
the status of your submitted article or find out when your accepted article will be published.



