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RESUMO

NEHME, Nathalia Medeiros. Analises em amostras de saliva de ratos Wistar machos:
acido drico, glutationa reduzida e corticosterona em diferentes idades. 2023. 94 f. Dissertacao
(Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

A saliva é um fluido aquoso composto por uma mistura de componentes organicos e
inorgénicos que desempenha as seguintes funcdes: lubrificacdo e protecdo da cavidade bucal;
atividade tamponante e limpeza; manutencdo da integridade dos dentes; atividade
antimicrobiana e imunoldgica; atuacdo na digestdo de amido e percepcdo de sabor. Sua
sintese é realizada pelas glandulas parotidas, submandibulares e sublinguais e € controlada
pelo sistema nervoso autdbnomo, com expressiva acdo do parassimpatico. A maioria dos
compostos organicos sdo sintetizados no local, enquanto outros atingem a saliva a partir do
sangue. A avaliacdo salivar € utilizada em humanos para investigacdo de marcadores de
diagndstico de doencas locais e sistémicas. Em roedores, a literatura é escassa no que diz
respeito a avaliacdo de marcadores salivares e sua correlacdo com o plasma. O objetivo desse
trabalho foi padronizar a coleta de saliva em ratos Wistar machos em 3 diferentes idades e
realizar a dosagem de &cido urico, glutationa reduzida (GSH) e corticosterona. Animais
provindos de 15 ninhadas (45 animais), foram aleatoriamente escolhidos para serem
sacrificados nas seguintes idades: 35 dias (Grupo 35; n = 15); 60 dias (Grupo 60; n = 15) e 90
dias (Grupo 90; n = 15). Para a padronizagdo da coleta de saliva, foram realizados testes com
a administracdo de pilocarpina em diferentes doses para alcangar concentracao eficaz e segura
para o animal. O animal foi anestesiado com xilazina (5 mg/kg pc) e ketamina (20 mg/kg pc)
e, em seguida, foi administrado pilocarpina (1,25 mg/kg pc + diluicdo com 200% no volume
de solucdo salina). Apds a queda da 12 gota de saliva, o procedimento foi mantido por 15
minutos, e a amostra foi transferida para um microtubo de centrifugacdo. Acido drico,
glutationa reduzida e corticosterona foram dosados na saliva € no plasma dos animais. A
concentracdo de &cido Urico salivar no grupo 60 foi 82% maior que o grupo 35 (p = 0,0057,
diferenca média = -0,2321) e no plasma, no grupo 90 foi 46% menor do que o grupo 60 (p =
0,0119, diferenca média = -1,088). A concentracdo de GSH salivar do grupo 60 foi menor do
que os grupos 35 e 90 (56% , p = 0,0264, diferenca média = 2,206; 59%, p = 0,0101,
diferenca média = -2,522, respectivamente), no plasma foi 65% menor no grupo 60 do que no
grupo 35 (p = 0,0075, diferenca media = 4,128). A corticosterona salivar foi 81% e 84%
menor no grupo 60 e 90 comparados ao grupo 35, respectivamente (p<0,0001, diferenca
média = 5,512; p<0,0001, diferenca média = 5,657, respectivamente), no plasma foi 92%
maior no grupo 90 comparado ao grupo 60 (p = 0,0010, diferenca media = 203,3). Foi
observada correlagdo entre os marcadores salivares &cido Urico e corticosterona no grupo 60.
Nesse trabalho, desenvolvemos um protocolo pouco invasivo para coleta de saliva em ratos
eutroficos de diferentes idades, possibilitando que novos estudos investiguem o perfil salivar
ndo s6 em animais saudaveis, mas em modelos experimentais de diferentes alteracdes
metabdlicas.

Palavras-chave: Coleta de saliva. Ratos eutréficos. GSH. Acido Urico. Corticosterona.



ABSTRACT

NEHME, Nathélia Medeiros. Analyzes of saliva samples from male Wistar rats: uric acid,
reduced glutathione and corticosterone at different ages. 2023. 94 f. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Saliva is an aqueous fluid composed of a mixture of organic and inorganic
components that has the following functions: lubrication and protection of the oral cavity;
buffering activity and cleaning; maintenance of the integrity of the teeth; antimicrobial and
immunological activity; starch digestion and taste perception. Its synthesis is carried out by
the parotid, submandibular and sublingual glands and is controlled by the autonomic nervous
system, with significant parasympathetic action. Most organic compounds are synthesized
locally, while others reach the saliva from the blood. Salivary evaluation is used in humans to
investigate markers for the diagnosis of local and systemic diseases. In rodents, the literature
is scarce regarding the evaluation of salivary markers and the correlation with plasma. Our
aim was to standardize saliva collection in male Wistar rats at 3 different ages and measure
uric acid, reduced glutathione (GSH) and corticosterone. Animals provided from 15 litters (45
animals) were randomly chosen to be sacrificed at the following ages: 35 days (Group 35; n =
15); 60 days (Group 60; n = 15) and 90 days (Group 90; n = 15). To standardize saliva
collection, tests were performed with the administration of pilocarpine in different doses to
reach an effective and safe concentration. The animal was anesthetized with xylazine (5
mg/kg bw) and ketamine (20 mg/kg bw) and then pilocarpine (1.25 mg/kg bw + dilution with
200% saline by volume) was administered. After the fall of the 1st drop of saliva, the
procedure was maintained for 15 minutes, and the sample was centrifuged. Uric acid, reduced
glutathione and corticosterone were measured in the animals' saliva and plasma. Salivary uric
acid concentration in group 60 was 82% higher than group 35 (p = 0.0057, mean difference =
-0.2321) and plasma uric acid concentration in group 90 was 46% lower than group 60 (p =
0.0119, mean difference = -1.088). Salivary GSH concentration of group 60 was lower than
that of groups 35 and 90 (56% , p = 0.0264, mean difference = 2.206; 59%, p = 0.0101, mean
difference = -2.522, respectively), in plasma was 65% lower in group 60 than in group 35 (p =
0.0075, mean difference = 4.128). Salivary corticosterone was 81% and 84% lower in group
60 and 90 compared to group 35, respectively (p<0.0001, mean difference = 5.512; p<0.0001,
mean difference = 5.657, respectively), in plasma it was 92% higher in group 90 compared to
group 60 (p = 0.0010, mean difference = 203.3). A correlation between salivary uric acid and
corticosterone in group 60 was observed. Here, we developed a minimally invasive protocol
for saliva collection in eutrophic rats of different ages, allowing further studies to investigate
the salivary profile, not only in healthy animals, but also in experimental models of different
metabolic alterations.

Keywords: Saliva collection. Eutrophic rats. GSH. Uric acid. Corticosterone.
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INTRODUCAO

SALIVA

A saliva é um fluido aquoso composto por uma mistura de componentes organicos e
inorgénicos. Essa secrecdo tem carater exdcrino mucosseroso com pH variando entre 6,0 e 7,0
e, por isso, levemente 4cido (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001; ORIA; BRITO, 2016).
Sua sintese é resultado da mistura de fluidos secretados por trés pares principais de glandulas
salivares maiores: parétida, submandibular e sublingual. Associado a isso, inUmeras pequenas
glandulas salivares distribuidas pela cavidade bucal complementam essa secrecdo. Assim,
esse conjunto de glandulas contribuem para que um individuo adulto secrete,
aproximadamente 0,5 litro de saliva por dia, em resposta a estimulos originados pelo sistema

nervoso autdnomo simpaético e parassimpatico (FALCAO et al., 2013).

Composicao salivar

A saliva é composta por 99% de agua, entretanto, apresenta viscosidade que fornece
diferenca importante das caracteristicas fisicas da agua. Tal caracteristica € devido a presenca
de glicoproteinas denominadas mucinas. Essas sdo sintetizadas pelas glandulas
submandibular, sublingual e glandulas menores, formando um revestimento de carater viscoso
e viscoelastico na superficie da cavidade oral (DAWES et al., 2015).

Os componentes organicos presentes na saliva sdo as proteinas, dentre as quais a
principal é a enzima amilase salivar. Essa é responsavel pela digestdo inicial dos carboidratos
ao hidrolisar as ligagdes o [1,4]-glicosidicas no interior das cadeias polissacaridicas (DE
MELLO AIRES, 2018). Sua presenca € notada, principalmente, na saliva proveniente da
glandula par6tida e em menor concentracdo na saliva sintetizada pelas glandulas
submandibular e sublingual (OSORIO et al., 2000; DAWES et al., 2015). Além dessa, ha a
presenca de outras enzimas, imunoglobulinas — sendo a IgA secretoria a predominante,
vestigios de albumina, poli e oligopeptideos de importancia para a manutencdo da saude
bucal, lisozima e lactoferrina que v&o atuar impedindo o crescimento bacteriano (OSORIO et
al., 2000). Os componentes inorganicos mais comuns sdo o sodio, potassio, cloro e o
bicarbonato que irdo fornecer as caracteristicas osmoticas da saliva (CARPENTER, 2013).

Além desses, hd a presenca de células epiteliais descamadas, microorganismos, produtos
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originados do metabolismo bacteriano, residuos alimentares, leucécitos, além do muco
proveniente tanto da cavidade nasal quanto da faringe (FALCAO et al., 2013).

Os componentes presentes na saliva, geralmente, apresentam-se em pequenas
quantidades e podem variar com a ocorréncia de mudancas no fluxo salivar. Além disso, esses
compostos, sobretudo, as proteinas, podem atuar de forma multifuncional, ou seja,
desempenhando mais de uma fungdo, e de forma redundante — executando atividades
semelhantes, mas de formas distintas (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001). Ressalta-se, por
IS0, que a composicao da saliva possui grande relacdo com as fungdes que esse fluido assume

no organismo.
Funcdao salivar

A funcdo da saliva pode ser categorizada em 5 principais atividades que possuem o
intuito de realizar, sobretudo, a manutencdo da salde bucal, criando um ambiente equilibrado
e adequado (Quadro 1). Essas 5 funcbes sdo: lubrificacdo e protecdo da cavidade bucal,
atividade tamponante e limpeza; manutencdo da integridade dos dentes; atividade
antimicicrobiana e imunologica; atuacdo na digestdo e percepcdo de sabor (HUMPHREY;
WILLIAMSON, 2001; FALCAO et al., 2013; ORIA; BRITO, 2016).

A lubrificacdo e protecdo da cavidade bucal sdo conferidas, principalmente, pelas
mucinas. Suas propriedades de baixa solubilidade, alta viscosidade e elasticidade fornecem
uma pelicula glicoproteica que recobre e protege os tecidos orais, funcionando como barreira
contra espécies irritantes (OSORIO et al., 2000).

A presenca de bicarbonato, fosfato, ureia e substancias anféteras conferem a saliva sua
funcdo como tampdo. O bicarbonato € o componente mais importante desse sistema que, ao
difundir-se pela placa, tem a capacidade de neutralizar substancias &cidas. Essa agdo no
controle do pH salivar estd também relacionada com a manutencao da integridade dos dentes.
A saliva previne a desmineralizacdo do esmalte do dente devido a presenca e atuacéo dos ions
célcio, fosfato e fluor, sendo complementada pela capacidade tamp&o (OSORIO et al., 2000;
HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001).

O fluido salivar apresenta grande numero de peptideos e proteinas que conferem
efeitos antibacterianos, antifungicos e antivirais. A presenca de diversas aglutininas
bacterianas possibilitam que haja facilidade na remogé&o dos microorganismos pela degluticao,
além de inibir sua fixacdo em superficies orais. Ha ainda a presenca de lactoferrina e lisozima

gue atuam inibindo as atividades metabdlicas de diversos microorganismos patogénicos
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podendo, ainda, danificar a parede celular microbiana (DAWES et al., 2015). O conteudo

imunolégico da saliva é conferido pela presencga de IgA, IgG e IgM secretoras, sendo a IgA

secretora a maior representante do sistema imune. Ela é produzida nos tecidos conjuntivos e

translocada para a saliva através das células dos ductos das glandulas salivares maiores e

menores. Além disso, pequenas quantidades de IgG e IgM podem alcancar a saliva através

das fendas gengivais (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001).

Quadro 1 - Fung0es da saliva e seus componentes

Funcéo Efeito Componente
Lubrificacéo da boca, o.r(.)far|~nge e esdfago Glicoproteinas
x Impermeabilizacéo
Protecéo
Lavagem <
x . Agua
Formacao de pelicula
Manutencdo do pH inadequado para .
Tamponamento colonizacao de microorganismos Fosfato, blcgrbonato €
proteinas
Neutralizacdo da acidez
N Formac&o do bolo alimentar Mucina e 4gua
Digestao S . . -
Digestdo de amido Amilase salivar
. Solubilizacdo de moléculas Agua
Gustacao . . . . . .
Maturacdo de botbes gustativos Gustina e ions de zinco
Barreira Glicoproteinas
Acdo antimicrobiana Anticorpos IgA, 1gG, IgM
Antagonismo bacteriano Lisozima e lactoferrina
. Maturagéo do esmalte Célcio e fosfato
Integridade do dente . . N . .
Protecdo contra desmineralizagao Mucina, fosfato e célcio

Fonte: Adaptado de FALCAO et al., 2013

A saliva auxilia na formacdo do bolo alimentar coeso e coberto de mucina que

facilitara o processo de degluticdo, além de possuir em sua composi¢do a enzima amilase

salivar, responsavel pela digestdo inicial de carboidratos. Ademais, a saliva propicia a

distribuicdo dos sabores aos varios receptores gustativos presentes na cavidade bucal. Em
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ordem de eficacia, os gostos basicos azedo, salgado, amargo, doce e umami funcionam, ainda,
como estimulantes salivares (CARPENTER, 2013; DAWES et al., 2015).

Anatomia das glandulas salivares

A saliva é secretada pelas glandulas salivares maiores ou principais: parotida,
submandibular e sublingual, e pelas glandulas menores ou acessorias localizadas difusamente
na cavidade oral. Em relacdo a sua localizacdo (Figura 1), a glandula parétida encontra-se
adjacente ao maxilar e ao ramo da mandibula e, as glandulas submandibular e sublingual, na
parte inferior da cavidade bucal. H& ainda a participacdo das glandulas salivares menores que
encontram-se distribuidas pelas bochechas, faringe, labio inferior, lingua e palato (BARBOSA
JUNIOR; BAPTISTA; BARBOSA, 2016).

Figura 1 - Localizagdo das glandulas salivares maiores

S ——F » | Glandula Parctida

Glandula Sublingual | +——

Glandula Submandibular

Fonte: A autora, 2022 — Criado em Biorender.com

As glandulas salivares sdo caracterizadas por uma série de ductos ramificados de
formato tubular que tem como porcdo terminal uma regido secretora denominada &cino
(ORIA; BRITO, 2016). As células acinares determinam as caracteristicas da secregdo
sintetizada por cada glandula, podendo ser serosa, mucosa ou mista (HUMPHREY;
WILLIAMSON, 2001). As células serosas tém como caracteristica a secre¢do de contetido
Seroso rico em enzimas, importante no processo digestivo de moléculas. Enquanto as células

mucosas produzem secrecdo abundante em glicoproteinas, sendo responsavel pela
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lubrificacio e protecio dos tecidos da cavidade oral (BARBOSA JUNIOR; BAPTISTA,;
BARBOSA, 2016).

A glandula paroétida € constituida, quase de forma exclusiva, por unidades secretoras
acinosas com células serosas e, por isso, produz secre¢do aquosa abundante em enzimas e
anticorpos. J& a glandula submandibular é composta tanto por glandulas serosas quanto
mucosas e, mesmo que a proporcao entre elas possa variar entre os I6bulos e os individuos, a
quantidade de estruturas serosas € maior. Assim, a saliva sintetizada nessa regido é de
composicdo mista. A glandula sublingual possui, predominantemente, unidades secretoras
tubulosas com células mucosas produzindo secrecdo salivar viscosa. A saliva secretada pelas
glandulas salivares menores € rica em muco, proteinas antibacterianas e imunoglobulinas
(CARPENTER, 2013; ORIA; BRITO, 2016).

As glandulas salivares maiores sdo responsaveis pela producdo de 85% da saliva, na
propor¢do de 65 a 70% proveniente da glandula submandibular, 20% da glandula parétida e 7
a 8% da glandula sublingual, enquanto as glandulas menores sintetizam menos de 10%
(ORIA; BRITO, 2016). Entretanto, quando ha a estimulagdo do fluxo salivar, ha modificacéo
na participacdo dessas glandulas, com a parotida contribuindo com mais de 50% da secrecédo
salivar (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001).

Fisiologia e sintese salivar

A secrecdo salivar € um processo que ocorre em duas etapas: a primeira delas é a
secrecdo de saliva pelos acinos, enquanto a segunda consiste na troca de ions que ocorre
posteriormente nos ductos salivares. O contedo sintetizado inicialmente pelos &cinos pode
ser denominado de saliva primaria. Essa é abundante em agua, eletrélitos, enzimas e muco e,
ao ser transportada pelos ductos, passa por um processo de modificacdo na sua composicao
ionica (BARBOSA JUNIOR; BAPTISTA; BARBOSA, 2016).

A estrutura da secrecdo salivar, alem das glandulas, é composta por uma rede de
ductos que séo responsaveis tanto pelo transporte da saliva, quanto por modificacdes ap0s sua
sintese. Ha trés tipos de ductos: intercalados, estriados e excretores. Os ductos intercalares sdo
0s primeiros a receber as secrecOes sintetizadas pelos &cinos. Nessa regido, a saliva ndo €
modificada. Em seguida, o fluido passa pelo ducto estriado, onde ocorre a reabsorc¢éo de sodio
(Figura 2). Por fim, no ducto excretor, ha reabsorcdo de sédio e secrecdo de potassio. Essa

regido é a ultima a receber a saliva antes de atingir a cavidade oral. Observa-se, ainda, as
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células mioepiteliais que localizam-se em torno dos acinos, que ao se contrairem secretam o
contetido presente no interior dos &cinos (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001).

Na membrana basolateral das células dos ductos, hd também a reabsorcao de cloro e
secrecdo de bicarbonato. Por isso, ap0s 0s processos de reabsorcdo e secrecdo de eletrolitos
observados ao longo dos ductos estriados e excretores, a saliva final &, normalmente,
hipotonica. Essa caracteristica pode ser alterada de acordo com o fluxo salivar. Com o fluxo
mais alto, a saliva é pouco reabsorvida, tornando-se abundante em sddio e cloro, enquanto
escassa em potassio. Junto a isso, ha o aumento da concentracdo de bicarbonato. Com o fluxo
reduzido, o inverso é observado. Esse processo de secrecdo e reabsorcdo de eletrélitos €
regulado pelo sistema nervoso auténomo e pelos mineralocorticoides (ORIA; BRITO, 2016).

Figura 2 - Secrecdo e reabsorcdo de ions na saliva
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Fonte: DE MELLO AIRES, 2018

As glandulas salivares sdo inervadas por nervos simpaticos e parassimpaticos (Figura
3), que fazem parte do sistema nervoso autdnomo, diferente das outras glandulas associadas
ao trato gastrointestinal que podem apresentar também regulagdo hormonal (AMANO et al.,
2012). Alguns horménios podem afetar a composigdo da saliva ao promover a reabsorcéo
e/ou secrecdo de eletrélitos, como a vasopressina e a aldosterona, entretanto, eles ndo regulam
o fluxo salivar (DE MELLO AIRES, 2018). A taxa de secrecdo salivar aumenta quando as
glandulas sdo expostas, de forma simultdnea, tanto a estimulos simpaticos, quanto
parassimpaticos, sendo predominante a estimulacdo parassimpéatica. A inervagdo via

receptores colinérgicos acinares (parassimpético) é responsavel principalmente pela secrecéo
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de agua e eletrolitos, enquanto a inervagdo simpatica pela secrecdo de proteinas (ORIA,;
BRITO, 2016).

Figura 3 - Inervacdo do sistema nervoso autbnomo simpatico e parassimpatico
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As fibras parassimpaticas pré-ganglionares eferentes que inervam as glandulas
submandibular e sublingual partem da regido do nucleo salivatorio superior e se acoplam ao
nervo facial (VII) (Figura 4). Ressalta-se que as glandulas lacrimais, glandulas mucosas do
palato, das cavidades nasais e da lingua também recebem fibras vindas do nervo VII. Do
nervo facial, parte o nervo corda do timpano cujas fibras se juntam ao nervo lingual, que é
ramo do nervo mandibular (V). Nas proximidades das glandulas salivares, essas fibras
realizam sinapse no plexo submandibular, local onde partem as fibras pos-sinapticas tanto
para a glandula submandibular, quanto para sublingual (MELMED et al., 2016; DE MELLO
AIRES, 2018).
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J& para a glandula parétida, as fibras parassimpéticas eferentes pré-ganglionares
partem do ndcleo salivatério inferior e se incorporam ao nervo glossofaringeo (1X). Esse
nervo também envia fibras para a lingua e para pequenas glandulas salivares do assoalho da
boca. O nervo IX atravessa o plexo timpanico seguindo pelo nervo petroso menor, fazendo
sinapse no ganglio otico, de onde as fibras pds-sinapticas partem até a glandula parétida,
acoplando-se ao nervo auriculo-temporal (V) (DE MELLO AIRES, 2018).

A inervacdo simpatica é similar entre as 3 principais glandulas. As fibras eferentes
pré-ganglionares partem das regides T1, T2 e T3 da medula espinhal realizando sinapses nos
ganglios cervicais superiores, de onde partem as fibras pds-sinédpticas para as glandulas
salivares (MELMED et al., 2016).

Ressalta-se que o controle fisiologico primario das glandulas salivares ocorre a partir
do sistema nervoso autbnomo parassimpatico, mesmo que a excitacdo dos nervos simpaticos
em conjunto com o parassimpatico para as glandulas salivares estimule a secrecdo desse
fluido. Caso ndo haja estimulacdo parassimpatica, a salivacdo é completamente afetada e as
glandulas salivares podem atrofiar. Tanto as células acinares, quanto as células dos ductos sdo
inervadas por terminacBes nervosas parassimpaticas. Quando h& a estimulacdo
parassimpatica, aumenta-se a sintese e secrecdo de amilase salivar e de mucina, hd melhora na
atividade de transporte nos ductos, aumento do fluxo sanguineo para as glandulas e
estimulacdo ao metabolismo das glandulas salivares (MELMED et al., 2016; DE MELLO
AIRES, 2018).
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Figura 4 - Inervagdo simpética e parassimpatica nas glandulas salivares
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As fibras pos-ganglionares parassimpaticas sdo, predominantemente, colinérgicas e,
por isso, requerem a participacdo da acetilcolina. Esse neurotransmissor se liga a receptores
muscarinicos localizados na membrana basolateral das células acinares, elevando o nivel de
célcio (Ca®") via inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) no citoplasma. Assim, ha
ativacdo de proteinas quinases C (PKC) que, ao promover a fosforilacdo de proteinas
especificas, induz o aumento do fluxo salivar, bem como da secrecdo proteica dos acinos
(Figura 5) (DE MELLO AIRES, 2018).
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A estimulagdo parassimpéatica promove o aumento do fluxo sanguineo nas glandulas
salivares, e consequentemente, 0 aumento da atividade metabolica das mesmas. Essa elevacéo
do fluxo sanguineo € estimulada por fibras parassimpaticas peptidérgicas, capazes de produzir
e liberar peptideos vasodilatadores, dentre eles a substancia P e o VIP (Peptideo vasoativo
intestinal). Junto a isso, as células acinares possuem receptores para a substancia P, elevando
a concentragdo de Ca?* citosélico e, por consequéncia, ativando canais de fons sodio e
potassio (Na" e K) da membrana basolateral. Assim, ha o aumento na atividade da bomba de
sodio-potassio (Na*/K*) estimulando a secrecéo fluida (MELMED et al., 2016).

Ja as fibras pos-ganglionares simpéticas sdo adrenérgicas com a liberagdo de
noradrenalina. Esse neurotransmissor pode se ligar aos receptores do tipo 1, onde 0 segundo
mensageiro ¢ o AMPc (Monofosfato ciclico de adenosina) que ira estimular a secrecdo
enzimatica no fluido salivar, e ao receptor a1 que promove o aumento de Ca?* citosélico via
IPs potencializando os efeitos da acetilcolina. Diferente da inervacdo parassimpatica, caso a
via simpética seja interrompida ndo havera muitos efeitos troficos sobre as glandulas salivares
(DE MELLO AIRES, 2018).

A estimulacdo simpatica, inicialmente, aumenta o fluxo secretor pois estimula a
contracdo das células mioepiteliais via receptor adrenérgico, além de potencializar os efeitos
da acetilcolina ao induzir a elevagdo de Ca?* citosolico. Entretanto, em um segundo momento,
ha a diminuigdo da secrecdo salivar devido a vasoconstri¢cdo. Por isso, a saliva estimulada
pelos agonistas adrenérgicos apresenta pequeno volume, alta viscosidade devido a riqueza de
muco e alta concentragdo de K* e HCOg3™ (anion bicarbonato). Por conta disso, nas situagdes
de “luta ou fuga” observa-se 0 efeito de boca seca (MELMED et al., 2016; DE MELLO
AIRES, 2018).
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Figura 5 - Efeitos do SNA simpatico e parassimpético sobre a secre¢do da célula acinar
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Fonte: DE MELLO AIRES, 2018

Existem mecanismos que podem levar tanto ao estimulo quanto a inibicdo da
salivacdo. Ela pode ser inibida pela fadiga, sono, medo, desidratagéo e estimulada por reflexos
condicionados ativados por diferentes receptores como visuais, auditivos e olfativos. Ainda, a
estimulacdo das papilas gustativas com determinados sabores pode induzir o aumento da
salivacdo, como por exemplo, azedos e citricos. Um dos principais fatores que atua sobre o
fluxo salivar é a chegada do alimento a cavidade oral, havendo a ativagdo de mecano e
quimiorreceptores tanto da mucosa oral quanto da faringe, caracterizando a fase cefalica da
secrecéo salivar (DE MELLO AIRES, 2018; FEMIANO et al., 2011).

A administracdo de substancias que ativam ou inibem o sistema parassimpatico
influencia, diretamente, aumentando ou diminuindo a secrecdo de saliva. A pilocarpina
(Figura 6) é um alcaloide natural extraido de plantas do género Pilocarpus com atividade
agonista colinérgica ligando-se, de forma predominante, a receptores muscarinicos e

aumentando a secrecdo de glandulas exocrinas, dentre elas as glandulas salivares. Portanto, a
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pilocarpina age como um parassimpaticomimético. Essa substancia é utilizada como
tratamento para xerostomia, que € uma condi¢do que provoca a producdo insuficiente de
saliva, e sindrome de Sjogren, uma doenca autoimune crénica que afeta as glandulas
produtoras lacrimais e salivar. Entretanto, € importante ressaltar que a substancia, ao estimular
0 sistema nervoso autbnomo parassimpatico, ird ocasionar outros efeitos além do aumento da
salivacdo (BERNARDI et al., 2002; FEMIANO et al., 2011).

Figura 6 - Estrutura molecular da pilocarpina

Fonte: Pilocarpine — PubChem

A maioria dos compostos organicos presentes na saliva sdo originados no proéprio local
pela sintese das glandulas salivares. Entretanto, algumas moléculas sdo capazes de chegar a
saliva a partir do sangue. Esse processo pode acontecer de forma intracelular, por transporte
passivo ou ativo, ou extracelular via ultrafiltracio (Figura 7) (BARBOSA JUNIOR;
BAPTISTA; BARBOSA, 2016).

O transporte passivo é a forma mais comum de substancias chegarem na saliva a partir
do sangue. Os capilares que se encontram ao redor das glandulas salivares sdo permeaveis
para moléculas pequenas. Nesse processo, ndo ha gasto energético e ndo sdo necessarios
transportadores especificos. A capacidade de difusdo da molécula vai depender do seu
tamanho e da sua polaridade. Moléculas menores e apolares tém maior facilidade em
atravessar a camada fosfolipidica das células dos ductos, por exemplo, horménios esteroides

por serem lipofilicos atravessam facilmente por transporte passivo, enquanto moléculas
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ligadas a extensas cadeias de proteinas, como albumina sérica, ndo conseguem atravessar por
esse mecanismo (PFAFFE et al., 2011; BARBOSA JUNIOR; BAPTISTA; BARBOSA,
2016).

O transporte ativo € utilizado pelas células para movimentar as moléculas atraves da
membrana contra os gradientes eletroquimicos e, por isso, requer gasto de energia. Esse
mecanismo é observado na entrada da IgA secretora na saliva. A IgA polimérica, secretada
pelas células do linfécito B, quando se encontra proxima as células das glandulas salivares,
liga-se aos receptores de IgA presentes nas células do acino. Assim, a IgA ¢é internalizada,
transportada por transcitose e liberada no fluido oral (PFAFFE et al., 2011; BARBOSA
JUNIOR; BAPTISTA; BARBOSA, 2016; ANDREAZZI et al., 2020).

A ultrafiltracdo € o transporte observado entre os espacos das células dos &cinos e dos
ductos. As moléculas precisam ser, relativamente, pequenas e que tenham a capacidade de
atravessar a bicamada fosfolipidica das membranas celulares devido suas cargas elétricas.
Esse processo pode acontecer também através das juncdes comunicantes entre as células das
unidades secretoras. Além disso, apenas moléculas com até 1900 daltons, como &gua, ions,
catecolaminas e esterOides conseguem ser transferidos a saliva por esse processo.
Normalmente, suas concentragdes no fluido oral sdo de 300 a 3000 vezes inferiores a
observado no plasma (PFAFFE et al., 2011; BARBOSA JUNIOR; BAPTISTA; BARBOSA,
2016).

Por fim, h& ainda o processo de transudacdo onde os componentes do soro que estdo
localizados nos capilares no interior da cavidade oral, na mucosa, entre os dentes e gengivas,
chegam a saliva. A presenca de algumas moléculas plasmaéticas tipicas na saliva, como
albumina plasmatica, depende, principalmente, desse mecanismo (PFAFFE et al., 2011;
BARBOSA JUNIOR; BAPTISTA; BARBOSA, 2016; ANDREAZZI et al., 2020).
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Figura 7 - Mecanismos de transporte de substéncias do sangue para saliva

Célula das glandulas salivares

Fonte: A autora, 2023 — Criado em Biorender.com

Aplicacdo da saliva como fluido diagnostico

A utilizacdo da saliva para auxiliar no diagndéstico de alteracdes bucais, como o risco
de cérie, marcadores de doencas periodontal e disfuncbes nas glandulas salivares ja € uma
realidade (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001). Além disso, a saliva pode ser usada na
deteccdo de candidiase oral, uma vez que a contagem dos fungos salivares pode refletir a
colonizacao desses microorganismos na mucosa. Em pacientes em tratamento quimioterapico,
foram observados niveis aumentados de albumina no fluido salivar e, por consequéncia,
desenvolveram estomatite. Realizar o monitoramento de albumina salivar em pacientes pode
tanto auxiliar no ajuste de dosagem dos quimioterapicos, quanto iniciar tratamento precoce
para estomatite (DEEPA; THIRRUNAVUKKARASU, 2010).

Diversas pesquisas que envolvem tanto os componentes quanto as funcgdes salivares
sdo desenvolvidas para fornecer embasamento para a utilizacdo da saliva como marcador de
diagnostico, tratamento e prevencdo de doencas locais e sistémicas. Principalmente porque
além desse fluido fornecer informacBes importantes sobre o organismo, sua coleta ndo é

invasiva e ocorre de forma facil. Refletindo o estado de salde do corpo, as amostras salivares
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podem ser analisadas quanto os niveis de fluidos teciduais de substancias introduzidas de
forma natural, terapéutica e recreativa; estado emocional, estado hormonal; estado
imunolodgico; estado neuroldgico; influéncias nutricionais e metabdlicas (HUMPHREY;
WILLIAMSON, 2001).

A saliva pode ser utilizada para o monitoramento no uso de drogas. Para que a
substancia apareca no fluido oral, deve ser transportado a partir do plasma. E isso pode
acontecer com moléculas de drogas pequenas e que apresentam carater lipofilico, ja que se
difundem de forma facil pela membrana plasmatica. A cotinina, um metabdlito da nicotina, é
amplamente utilizada para avaliar o uso de tabaco e em estudos sobre os efeitos do tabagismo
na saude. Atualmente, a avaliacdo da saliva permite detectar niveis de algumas substancias
como litio, carbamazepina, barbitluricos, benzodiazepinicos, cafeina, além de drogas de abuso
como anfetaminas, cocaina, etanol, maconha, opioides (GREABU et al., 2009;
DEEPA; THIRRUNAVUKKARASU, 2010).

Em relagdo ao monitoramento de niveis hormonais salivares, sua importancia clinica
seria relevante caso eles refletissem os niveis séricos ou caso exista uma correla¢do constante
entre os niveis hormonais plasmaticos e os salivares (GREABU et al., 2009). A maioria dos
hormbnios chegam a saliva via transporte passivo, enquanto algumas moléculas polares
pequenas por ultrafiltracdo. Os hormonios lipossollveis de baixo peso molecular tendem a ser
detectados de forma mais precisa e confiavel na saliva do que aqueles hormonios que sao
ligados as proteinas (GREABU et al., 2009; DEEPA; THIRRUNAVUKKARASU, 2010). Por
isso, 0s hormonios esteroides na saliva estdo na sua forma livre, ou seja, na forma ativa.
Enquanto no sangue, a maioria das avaliacBes refletem o nivel total do horménio. Cortisol,
aldosterona, estradiol, progesterona e testosterona sdo alguns hormonios que podem ser
avaliados com boa precisdo nesse fluido (GREABU et al., 2009; ANDREAZZI et al., 2020).

A saliva é também amplamente utilizada em estudos forenses. As amostras podem ser
obtidas a partir de copos, bitucas de cigarro, envelopes e, em seguida, usadas para detectar
substancias do grupo sanguineo ou proteinas genéticas presentes na saliva, principalmente
polimorfismos de proteina. Cerca de 90% da populagdo secreta antigenos dos grupos
sanguineos na saliva e, por isso, tem sido usado na identificacdo de individuos em casos
criminais e de paternidade (MALAMUD, 2011).

O fluido salivar apresenta importante sensibilidade e especificidade em testes
detectores para infeccdo virais por HIV, virus da herpes, citomegalovirus, Epstein-Barr e
Hepatite C. A base para a maioria dos testes diagnosticos em virologia é a resposta de

anticorpos a infeccdo e, como se sabe, a saliva apresenta em sua composi¢cdo
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imunoglobulinas, sobretudo, imunoglobulina A (IgA). Por isso, 0s anticorpos contra os virus e
0s seus componentes podem ser detectados nesse fluido, auxiliando no diagnostico da
infeccdo aguda, congénita ou sua reativacdo (GREABU et al., 2009).

A presenca de inUmeros compostos de amplo espectro na saliva possibilita que ela
apresente vantagens na sua aplicacdo em diagnosticos clinicos. Sua coleta € um processo ndo
invasivo e indolor, de facil armazenamento e transporte, possibilitando coletas tranquilas em

individuos de todas as idades, além de gestantes e lactantes (PFAFFE et al., 2011).

Anatomia das glandulas salivares em modelo animal

Os ratos apresentam 3 grupos principais de glandulas salivares: Parotida,
submandibular e sublingual, semelhante aos humanos, além de apresentarem algumas
glandulas salivares menores. Em roedores, a glandula par6tida estd localizada atras e abaixo
da orelha, contornando caudalmente a glandula submandibular (Figura 8). As glandulas
sublinguais localizam-se juntamente com as glandulas submandibulares, nos espacos
anteriores do pescogo entre os ganglios linfaticos submandibulares e o esterno (Figura 8)
(CHEYNE, 1939; AMANO et al., 2012).

Figura 8 - Localizacdo das glandulas salivares em roedores

6landula lacrimal
Glandula pardtida
Nervo facial
Ducto pardtido
Glandula sublingual
Ducto submandibular
Arteria carotida externa
6landula submandibular
Veia facial posterior
Veia facial anterior
Veia jugular external

Glandula parotida
- 6landula sublingual

Glandula submandibular

Fonte: Adaptado de MARUYAMA et al., 2019

De modo similar ao que ocorre em humanos, as glandulas parotidas sdo formadas por

acinos serosos, que secretam solucdo proteica abundante em prolina, IgA secretora,
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imunoglobulina G (1gG), imunoglobulina M (IgM) e amilase. A glandula submandibular
também possui a mesma formacdo que a glandula par6tida, células acinares serosas.
Entretanto, diferencia-se da glandula submandibular humana, que é composta tanto por
células acinares serosas quanto mucosas. Ja as glandulas sublinguais séo mistas, apresentando
tanto acinos serosos quanto mucosos, similar ao observado em humanos (CHEYNE, 1939;
AMANO et al., 2012; MARUYAMA et al., 2019).

O sistema de ductos dos roedores é formado pelos ductos intercalados, estriados e
excretores, de forma similar com o sistema referente aos humanos. A saliva € produzida pelas
celulas secretoras acinares e flui atraves dos ductos intercalares, ductos estriados e, por fim,
nos ductos excretores (AMANO et al., 2012).

Os ductos estriados possuem a funcdo de secretar e reabsorver os eletrélitos que sao
transportados de forma bidirecional entre o Iimen do ducto e os espacos extracelulares. Esse
transporte que ocorre transmembrana é realizado, sobretudo, por canais idnicos. O ducto
intercalado localiza-se entre o ducto estriado e o &cino, recebendo a saliva primaria desse
ultimo (AMANO et al., 2012; MARUYAMA et al., 2019).

Nos roedores observa-se, ainda, o ducto granular que esta localizado entre o ducto
intercalar e o ducto estriado na glandula submandibular. O principal tipo celular presente
nesse ducto € a célula colunar alta que, em seu citoplasma, contem inumeros granulos
secretores. Esses granulos apresentam fatores de crescimento celular e hormonios que sdo
exocitados em resposta tanto a estimulos neurais quanto hormonais (CHEYNE, 1939;
AMANO et al., 2012).

Observa-se que as glandulas salivares de roedores apresentam, histologia semelhante
as humanas, mas com distin¢des, especialmente nas glandulas submandibulares. 1sso porque
esse grupo de glandulas nos roedores desenvolvem tubulo contorcido granular que produz
uma série de fatores de crescimento celular que ndo ocorre nos humanos (AMANO et al.,
2012).

Coleta de saliva em ratos

Suckow, Weisbroth e Franklin (2006) indicam que, geralmente, a coleta de saliva em
ratos pode acontecer de 4 formas: coleta direta de extremidade seccionada de um ducto salivar
isolado de forma cirurgica; canulagdo de um ducto salivar; remo¢do de glandula salivar por

necropsia e coleta direta da cavidade oral.
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Cheyne (1939) iniciou os estudos acerca da extirpacao de glandulas salivares devido a
necessidade de estudos que avaliassem essas glandulas além das suas fungdes ja conhecidas
como o auxilio na degluticdo e digestdo dos alimentos. Para isso, utilizou ratos albinos (Mus
norvegicus albino) para desenvolver técnicas de remocao cirdrgica dessas glandulas. Nesse
procedimento, anestesia-se o animal com nembutal (barbitdrico) em dose que o mesmo
permaneca desacordado por, aproximadamente, 3 horas. Em seguida, realiza-se o
procedimento em 3 etapas: 1) remove-se a glandula parétida, sublingual e submandibular de
um lado; 2) apenas com a recuperacdo completa do animal, repete-se do outro lado; 3) por
fim, cauteriza-se as glandulas sublinguais menores dos dois lados. Esse método é sugerido
para estudar as fungdes das glandulas salivares tanto em relacdo as suas atividades
metabolicas quanto a infecgdes bucais.

Em relacdo a remocao de glandula salivar na necropsia, Suckow, Weisbroth e Franklin
(2006) informam que uma glandula salivar inteira pode ser removida nesse procedimento e
coletada para pesagem e/ou andlise de proteina secretora.

A coleta de saliva com a canulacdo de um ducto salivar pode ocorrer a partir de
qualquer um dos trés tipos de glandula salivar. Hellekant e Kasahara (1973) utilizaram tubos
de polietileno para inserir no orificio do ducto e realizar a coleta em animais previamente
anestesiados. VVolumes de até 0,8 mililitros (mL) poderiam ser coletados a partir de ductos
submaxilares e 0,2 mL de ductos parotideos em ratos de 200 gramas. Vissink e colaboradores
(1989) descreveram a coleta de saliva a partir dos ductos salivares parétidos e
submandibulares usando um mini copo conectado por um tubo de silicone a uma bomba de
vacuo. O copo foi colocado sobre o orificio do ducto em um rato anestesiado e a saliva foi
coletada em um recipiente.

Em relacdo a coleta direta da cavidade oral, ap6s o animal ser anestesiado e ter sido ou
ndo administrado substancia indutora de salivacdo, o fluido pode ser coletado em tubo
graduado diretamente da boca do animal conforme pinga. Ou, ainda, pode-se colocar discos
de algodéo ou de papel filtro diretamente na cavidade oral.

Bernarde e colaboradores (1956), visando obter quantidades de saliva adequadas para
investigar cepas susceptiveis e resistentes a carie em ratos albinos, estudaram mecanismos
para a inducdo da salivacdo e sua posterior coleta direta na cavidade oral. Os animais eram
mantidos em plataforma inclinada a 8° com a boca no interior de um recipiente (Figura 9).
Posteriormente, foram anestesiados com nembutal (barbitdrico) na dose de 20 mg/kg de peso
corporal via intraperitoneal. Caso a anestesia ndo fosse bem sucedida, aumentava-se a dose

com 5 mg/kg, alcangando no maximo 50 mg/kg de peso corporal. Em seguida, administrou-se



35

nitrato de pilocarpina na dose de 5 mg/kg de peso corporal via subcutdnea. A dose
administrada da substancia produziu nivel de salivacdo similar a obtida com a dose de 100
mg/kg de peso corporal. Apos administracdo das duas substancias, o animal era mantido na
plataforma inclinada por, aproximadamente, 20 minutos proporcionando de 2 a 5 mL do

fluido para um animal adulto.

Figura 9 -

Fonte;: BENARDE et al., 1956

Na literatura, existem outros protocolos de coleta de saliva direta da cavidade oral que
modificam algumas etapas do protocolo desenvolvido por Bernarde e colaboradores (1956).
Em Costa (2009), a modificacdo observada é em relacdo a anestesia, visto que é administrado
xilazina (25 mg/kg de peso corporal) e ketamina (45 mg/kg de peso corporal) via
intramuscular. J& a administragdo de pilocarpina ocorreu via intraperitoneal. Além disso, 0s
animais apresentavam 30 dias e 90 dias de idade e foram mantidos em jejum de 12 horas pré-
coleta.

Romero e colaboradores (2016) também realizaram a coleta direta de saliva da
cavidade oral, anestesiando os animais com a combinacdo de xilazina (0,1 mL/kg de peso
corporal) e ketamina (1 mL/kg de peso corporal), e a dose de pilocarpina administrada foi de
0,6 mg/kg de peso corporal em animais de peso aproximado de 200 gramas. Além disso, a

coleta foi realizada utilizando pequenas bolas de algoddo pré-pesadas inseridas na boca do
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animal por 40 minutos. Ainda, Romero, Ibuki e Nogueira (2012) com mesma amostra de
animais, induziram a salivacdo com pilocarpina na dose de 1,0 mg/kg de peso corporal ou
com isoproterenol (Agonista B adrenérgico — simpaticomimético) na dose de 5,0 mg/kg de
peso corporal. Ambas substancias foram dissolvidas em agua destilada e a coleta foi realizada
com o gotejamento da saliva produzida em tubos plasticos.

Matsuzaki e colaboradores (2018) trabalharam com um grupo de ratos com 110 dias
de idade. Para a induzir a salivacdo, os animais foram anestesiados, entretanto, ndo foi
informado a substancia e dose, posteriormente, administrou-se a pilocarpina intraperitoneal,
na dose de 0,5 mg/kg de peso corporal. Colocou-se uma bola de algodao previamente pesada
na boca do animal e, a cada 10 minutos, o algodao era trocado. Esse processo foi mantido por
1 hora e o algodéo foi centrifugado para que a saliva fosse coletada.

Torregrossa e colaboradores (2014) também realizaram a coleta de saliva de forma
direta na cavidade oral dos ratos, entretanto, eles encontravam-se acordados e a inducdo da
salivacdo foi feita com administracdo de solugdo com a mistura de sabores azedo e doce.
Inicialmente, treinou-se 0s animais com a administracdo de 2 mL de acido citrico 30 mM em
sacarose 1 molar (M). Essa solucdo era pipetada diariamente na boca do animal, com
incrementos de 200 microlitros (uL). O animal foi mantido com a palma da méo contra o
peito do experimentador enquanto a cabega e a boca eram estabilizadas pelos dois primeiros
dedos e pelo polegar. O treinamento ocorreu por 12 dias seguidos com duracdo, aproximada,
de 20 minutos. Apos o treinamento, o procedimento de coleta de saliva ocorreu pipetando a
solucdo agridoce na boca do animal e mantendo-o em descanso por 60 segundos, para
minimizar a contaminac¢do do fluido. A saliva foi aspirada abaixo e ao redor da lingua com
uso de uma pipeta.

Martin e colaboradores (2018) seguiram o mesmo protocolo de Torregrossa e
colaboradores (2014) e observaram que o treinamento prévio condicionava a salivacdo dos
animais apenas com a inser¢do da pipeta na boca, sem precisar administrar a solucao

agridoce.
ESTRESSE OXIDATIVO
A sintese de especies reativas ocorre tanto por processos fisiologicos do organismo,

guanto em resposta a estimulos externos nocivos. O sistema de defesa antioxidante atua com

intuito de manter essas espécies em limites fisiologicos suportaveis pelo organismo. O
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estresse oxidativo é instaurado quando ha um desequilibrio entre as espécies reativas e a
atuacdo dos antioxidantes, em beneficio dos primeiros, acarretando interrupgdo da sinalizagdo
redox e controle ou dano molecular. (BARBOSA et al., 2010; SIES; BERNDT; JONES,
2017).

Espécies reativas

Espécies reativas (ER) consistem em moléculas altamente instaveis e reativas
formadas através de reacfes de dxido-reducdo. Sua instabilidade é fornecida pela presenca de
namero impar de elétrons na sua Ultima camada eletronica e, por isso, reage com diversas
moléculas do organismo a fim de alcancar sua estabilidade eletrénica (BARBOSA et al.,
2010; MENDES; BEHLING; FRIZZO, 2011; PEREIRA; DE ANGELIS-PEREIRA, 2020;
ENGERS). Espécies reativas de oxigénio (ERO) é um termo coletivo que inclui agentes
oxidantes originados de oxigénio, enquanto espécies reativas de nitrogénio (ERN) inclui
aqueles originados de nitrogénio (Quadro 2) (HALLIWELL, 2006; SHARIFI-RAD et al.,
2020).
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Quadro 2 - Principais espécies reativas e sua atividade

Atividade

Espécie reativa
Formado apds a primeira reducéo de Oy;

Ocorre em quase todas as células aerébicas e
¢ produzido durante a ativacdo maxima de
neutréfilos, mondcitos, macréfagos e
eosinofilos;

Apesar de ser considerado pouco reativo em

solucBes aquosas, tem sido observada lesdo

bioldgica secundaria a sistemas geradores de
0.

Representa a forma protonada do radical
superéxido, ou seja, possui 0 préton
hidrogénio;

Radical Superéxido (O2-.)

Existem evidéncias de que o hidroperoxila é
mais reativo que o superdxido, por sua maior
facilidade em iniciar a destruicdo de
membranas bioldgicas.

Radical Hidroperoxila (HO2.)

Considerado a ERO mais reativa em sistemas
bioldgicos;

A combinagdo extremamente rapida do OH"
com metais ou outros radicais no préprio sitio
onde foi produzido confirma sua alta
reatividade - Se o hidroxila for produzido
préximo ao DNA e a este DNA estiver fixado
um metal, poderdo ocorrer modificagbes de
bases purinicas e pirimidinicas, levando a

Radical Hidroxila (OH )
inativacdo ou mutacdo do DNA;

Pode inativar vérias proteinas (enzimas e
membrana celular), ao oxidar seus grupos
sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS);

Pode iniciar a oxidacéo dos acidos graxos polinsaturados das membranas celulares
(lipoperoxidag&o).

Apesar de ndo ser um radical livre, pela
auséncia de elétrons desemparelhados na
Gltima camada, 0 H20 é um metabdlito do
oxigénio extremamente deletério, porque
participa da reacdo que produz o OH;

O H,0, tem vida longa, é capaz de atravessar
camadas lipidicas, pode reagir com a
membrana eritrocitaria e com proteinas
ligadas ao Fe++. Altamente toxico para as
celulas.

Peroéxido de Hidrogénio (H202)

E forma excitada de oxigénio molecular e ndo
possui elétrons desemparelhados em sua
Ultima camada;

Oxigénio singlet (*02)
O O, tem importancia em certos eventos
bioldgicos, mas poucas doencas foram
relacionadas a sua presenca.
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Fonte: Adaptado de FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BARBOSA et al., 2010

A sintese de ER ocorre tanto a partir de reacfes ndo enzimaticas quanto enzimaticas.
As reacBes ndo enzimaéticas ocorrem quando o oxigénio reage com compostos organicos ou
quando as células sdo expostas as radiagdes ionizantes. Ja as reagdes enzimaticas estdo
envolvidas na cadeia respiratoria, sintese de prostaglandinas, fagocitose, no sistema que
envolve citocromo P450, além da atividade das enzimas NADPH (fosfato de dinucleotideo de
adenina e nicotinamida) oxidase, xantina oxidase e peroxidases (HALLIWELL, 2006;
CAMPOS; LEME, 2018).

Além disso, as espécies reativas podem ser sintetizadas a partir de fontes endogenas,
ou seja, pela ativacdo de ceélulas do sistema imune, processo inflamatdrio, processos
infecciosos, prética de exercicio fisico excessivo, isquemia, envelhecimento, e também
através de fontes exdgenas. Essas podem ser a exposicdo a poluentes ambientais, metais
pesados, alguns medicamentos, solvente quimico, consumo de alimentos ultraprocessados,
fumaca de cigarro, alcool e radiacdes. Essas substancias, ao penetrarem no organismo, podem
ser degradadas ou metabolizadas gerando, assim, as espécies reativas como subprodutos
(MORAES; SAMPAIOQ, 2010; SILVA; JASIULIONIS, 2014; PIZZINO et al., 2017).

E importante ressaltar que as espécies reativas, quando em concentracdes baixas ou
moderadas, sao importantes para o bom funcionamento do organismo, uma vez que processos
fisioldgicos requerem a participagéo dessas moléculas (PIZZINO et al., 2017). Esse processo
de estresse oxidativo fisioloégico é denominado como eutresse (SIES; BERNDT; JONES,
2017). As espécies reativas sdo necessarias para a atividade de algumas células do sistema
imune conter o patdgeno como, por exemplo, os fagdcitos. Eles sintetizam e armazenam as
espécies reativas e as liberam a fim de conter microorganismos invasores que precisam ser
destruidos. Além de serem necessarios na sintese de algumas estruturas celulares, estdo
envolvidos na regulacdo de cascatas de sinalizacdo intracelular em alguns tipos celulares,
como fibroblastos, células endoteliais, células musculares lisas vasculares, midcitos cardiacos
(ENGERS; BEHLING; FRIZZO, 2011; PIZZINO et al., 2017). H& ainda uma importante
atuacdo do oxido nitrico, um dos principais ERN, envolvido na modulacdo adequada do fluxo
sanguineo, na defesa inespecifica do hospedeiro e também crucial para a atividade neural
normal (PIZZINO et al., 2017; CAMPOS; LEME, 2018).
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Antioxidantes

Os antioxidantes consistem em substancias que, em menores concentracdes que o
substrato oxidavel, tem a funcdo de dificultar ou inibir a acdo das espécies reativas sobre a
oxidagdo de tais substratos. Existem alguns mecanismos de atuacdo do sistema de defesa
antioxidante para alcancar sua funcdo de forma eficiente: prevencdo, ao impedir a sintese das
especies reativas; varredura, impedindo a acdo delas; reparo, favorecendo o reparo e
reconstituicdo das estruturas bioldgicas que sofreram algum dano. Podem agir de forma direta
ao neutralizar a acdo das espécies reativas ou indireta, atuando junto aos sistemas enzimaticos.
(BARBOSA et al., 2010)

Os antioxidantes podem ser enddgenos, caraterizados por serem inatos do proprio
organismo, e exogenos, 0s quais devem ser absorvidos via alimentacdo ou suplementagéo
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Ainda, podem ser classificados como enziméticos ou
ndo-enzimaticos (Quadro 3). O sistema de defesa enzimético, que inclui as enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), age a partir de
mecanismos de prevencdo, ao impedir a formacéo das espécies reativas que se envolvem com
o inicio das reacdes em cadeia que geram tanto a propagacdo quanto amplificacdo do processo
que, por consequéncia, gera os dados oxidativos. Ressalta-se que, muitas vezes, a agdo dessas
enzimas requer a participacdo de cofatores enzimaticos, normalmente, provenientes da dieta.
O sistema ndo-enzimatico inclui, sobretudo, os compostos antioxidantes proporcionados pela
dieta, como vitaminas, minerais e compostos fendlicos (BARBOSA et al., 2010; CATALAN;
FRUHBECK; GOMEZ-AMBROSI, 2018).
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Quadro 3 - Principais antioxidantes enziméaticos e ndo-enzimaticos

Antioxidante

Bilirrubina
Ends N Tiois (Glutationa, Acido lipoico, N-acetilcisteina)
NAOGENO Nao- NADPH e NADH
enzimatico . )
Ubiquinona (Coenzima Q10)
Acido Urico
, Superéxido dismutase - dependente de Cobre, Zinco e, Magnésio
Endogeno
S Catalase - dependente de Ferro
enzimatico . . Al
Glutationa peroxidase - dependente de Selénio
Vitamina C
EX6aeN0s Vitamina E
g Carotenoides e oxicarotendides
Polifenois

Fonte: Adaptado de KRISHNAMURTHY; WADHWANI, 2012; MENDES; PEREIRA; DE ANGELIS-
PEREIRA, 2020

As enzimas CAT, SOD e GPx e alguns tiois atuam na remocao catalitica de espécies
reativas, enquanto glutationa reduzida (GSH), vitamina E, vitamina C, bilirrubina e &cido
urico reduzem as espécies reativas ao promoverem a doacdo de elétrons. Ha ainda proteinas
gue possuem a capacidade de se ligar a ions metalicos pro-oxidantes que estdo relacionados
com a geracao de espécies reativas, dentre elas a albumina, ceruloplasmina e metalotioteina
(se ligam ao cobre e ferritina), mioglobina e transferrina (se ligam ao ferro)
(KRISHNAMURTHY; WADHWANI, 2012).
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Consequéncias do estresse oxidativo

O estresse oxidativo é instalado quando ha um desequilibrio entre a formacéo e a
destruicdo das espécies reativas, seja pelo aumento da sintese ou reducdo da atividade
antioxidante do meio que desacelera o processo de remocdo dos mesmos (MORAES;
SAMPAIO, 2010). A instalacdo desse ambiente acarreta a oxidacdo das biomoléculas como
proteinas, lipidios, lipoproteinas, DNA e membrana plasmatica e, por consequéncia, a
possivel perda das suas respectivas funcdes bioldgicas. Esse processo excessivo e toxico é
denominado como distresse (SIES; BERNDT; JONES, 2017). Caso se torne um processo
cronico, o estresse oxidativo pode influenciar no processo etiolégico de algumas doengas
crbnicas ndo transmissiveis, além de acelerar o processo de envelhecimento e causar
disfungdes agudas (BARBOSA et al., 2010).

O céancer é uma doenga complexa que requer tanto alteracdes celulares quanto
moleculares que podem ser engatilhadas por diversos fatores, enddgenos ou exégenos. O dano
oxidativo ao DNA ¢é um dos estimulos conhecidos responsaveis pelo desenvolvimento do
cancer. Em relacdo as doencas neurodegenerativas, o dano oxidativo desempenha papel
fundamental na perda de neurdnios e na progressao para a deméncia na doenca de Alzheimer,
além disso, a sintese de B-amilGide, peptideo tdxico observado nessa doenca, ocorre por &
acao das espécies reativas (ENGERS; BEHLING; FRI1ZZO, 2011; PIZZINO et al., 2017).

O estresse oxidativo também atua como um desencadeador da aterosclerose. A
formacdo da placa de ateroma resulta de uma inflamacdo endotelial precoce que leva a
geracdo de espécies reativas por macréfagos que sdao mobilizados para o local da lesdo. As
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) circulantes sdo oxidadas pelas espécies reativas e ha a
formacdo de células espumosas e acumulo de lipidios no local. No diabetes do tipo I, as
espécies reativas podem induzir a inativacdo dos mecanismos de sinalizacdo entre 0s
receptores de insulina e o sistema de transporte de glicose, causando resisténcia a insulina
(PIZZINO et al., 2017; SHARIFI-RAD et al., 2020).

ACIDO URICO

O é&cido urico é um composto organico sintetizado a partir das purinas, que sdo as
bases nitrogenadas adenina e guanina. As purinas sdo originadas de forma exdgena, pela
alimentacédo, ou de forma enddgena. Alimentos ricos em proteina sdo fontes de purina. Essa

molécula seré convertida a hipoxantina e essa, por acao da enzima xantina oxidase, convertida
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a xantina. Novamente por acdo da xantina oxidase, ha a formacéo de acido Urico (Figura 10).
Com a evolucdo, os humanos perderam a atividade da enzima uricase/urato oxidase que €
responsavel pela metabolizacédo de acido Urico em alantoina, mas essa enzima é observada na
maioria dos mamiferos, incluindo os roedores. Por esse motivo, 0s humanos apresentam
niveis mais altos de &cido urico, em torno de 6,0 mg/dL, enquanto na maioria dos mamifero é
de 0,5-1,0 mg/dL (DE OLIVEIRA; BURINI, 2012).

Figura 10 - Sintese do &cido urico
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Fonte: Adaptado de EL RIDI; TALLIMA, 2017

A sintese do acido Urico acontece no figado e sua excrecdo € mais notada nos rins (65-
75%), enquanto o intestino auxilia esse processo em, aproximadamente, 30%. Nos rins, 0
acido drico é filtrado e, posteriormente, secretado. A maior parte costuma ser reabsorvida e
retorna ao sangue (DE OLIVEIRA; BURINI, 2012; NERY et al., 2015). Por ser um &cido
fraco e possuir alta constante de ionizacdo, o é&cido Urico circula no plasma,
predominantemente, na forma de urato (um sal de sodio monovalente). No plasma, apresenta-
se ligado a albumina, que € seu principal transportador e também lhe confere maior
solubilidade (DE OLIVEIRA; BURINI, 2012; FABBRINI et al., 2014; MAIUOLO et al.,
2016).

O é&cido urico possui excelente atividade antioxidante, sendo responsavel por 60% da
capacidade plasmatica e aproximadamente 90% da capacidade salivar em neutralizar as
espécies reativas (FABBRINI et al., 2014; NERY et al., 2015). A sua atuagdo, além de frear

as espeécies reativas de oxigénio, previne a oxidagdo de LDL, que é um ponto importante no
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desenvolvimento das placas de ateroma, e também evita a inativagdo da enzima SOD. Em
concentragOes fisioldgicas, o acido Urico apresenta importante papel protetor no organismo
(SOUKUP et al., 2012; SUN et al., 2021).

Entretanto, em condicdes acima das fisiologicas pode desempenhar papel prejudicial
ao organismo. A hiperuricemia é observada quando h& um desequilibrio entre a sintese do
acido Urico e os processos de secrecdo e reabsorcdo. Diversos estudos indicam que essa
condicdo ocorre quando o nivel de acido urico estd acima de 7 mg/dL em homens e 6 mg/dL
em mulheres (SUN et al., 2021). Uma das principais consequéncias ocasionadas por essa
condicdo é a gota: doenca cronica causada pela deposicdo de cristais de urato monossodico
nas articulacfes e a hiperuricemia é o principal fator de risco (DE OLIVEIRA; BURINI,
2012; EL RIDI; TALLIMA, 2017; SUN et al., 2021).

O aumento dos niveis de &cido Urico pode estar relacionado a outras alteragdes no
organismo, como a doencga cronica renal. A hiperuricemia aumenta o risco de lesdo renal
aguda, prejudica a atividade contratil das células mesangiais intraglomerulares, induzindo
danos as celulas epiteliais nessa regido e nos tabulos proximais. Além disso, o &cido Urico
pode se acumular no rim, levando a formacao e deposicao de calculos. (SAUTIN; JOHNSON,
2008; FABBRINI et al., 2014).

Doencas cardiovasculares e sindrome metab6lica também sdo condi¢Bes que podem
estar relacionadas com alteracfes nos niveis de acido Urico sérico. Estudos experimentais
sugerem que o acido urico tem a capacidade de penetrar nas fibras musculares lisas induzindo
a ativacdo de inumeras vias de transducdo de sinal que acarretam na expressdo de mediadores
inflamatorios. Por consequéncia, hd aumento da pressdo arterial e hipertrofia das células
musculares lisas. Também ja é relatado que o risco de infarto agudo do miocardio aumenta
com o acumulo de 4cido urico (DE OLIVEIRA; BURINI, 2012; SUN et al., 2021).

Assim, o acido Urico apresenta um paradoxo no organismo, podendo ser relacionado
tanto a funcbes benéficas, quanto a alteracBes metabdlicas prejudiciais ao funcionamento do
organismo (DE OLIVEIRA; BURINI, 2012; EL RIDI; TALLIMA, 2017; SUN et al., 2021).

GLUTATIONA REDUZIDA
A GSH é um tripeptideo que contem tiol em sua estrutura e € um importante

antioxidante do organismo. E encontrado em altas concentraces, principalmente, no citosol

das células dos organismos aerdébicos sendo observado, aproximadamente 2 milimolar (mM)
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em eritrdcitos humanos e 10 mM em hepatdcitos (Figura 11) (HUBER; ALMEIDA,;
FATIMA, 2008; MENDES; PEREIRA; DE ANGELIS-PEREIRA, 2020).

Figura 11 - Estrutura molecular da GSH
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Fonte: SHARIFI-RAD et al., 2020

Sua sintese ocorre no citoplasma de todas as células animais, essencialmente, nos
hepatocitos e se da a partir de 3 aminoacidos: glutamato, cisteina e glicina. Inicialmente, ha
uma reacdo entre glutamato e cisteina catalisada pela enzima y-glutamilcisteina sintetase
formando uma ligagdo peptidica entre esses dois aminoacidos, gerando y-L-glutamil-L-
cisteina (Figura 12- A). Em seguida, esse dipeptideo se liga a glicina pela acdo da enzima
glutationa sintetase (Figura 12 - B). Essas reac0es requerem a participacdo de ATP (adenosina
trifosfato) e fon magnésio (Mg*?). (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008).
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Figura 12 - Reacdo de sintese da glutationa reduzida
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A glutationa que € sintetizada no interior das células pode ser transportada para 0 meio
extracelular com intermédio de difusdo facilitada com a dependéncia da acdo de
transportadores. Grande parte do GSH presente no plasma € originado no figado, entretanto,
uma pequena parte pode ser proveniente da dieta e do intestino. Na membrana plasmatica, ha
a presenga da enzima y-glutamil-transpeptidase que converte GSH no intermediario y-L-
glutamil-L-cisteina, permitindo que ele saia do figado. Essa molécula, entdo, poderd ser
captada pelos tecidos extra-hepaticos e convertida & GSH. Orgdos como rins, pulmio e
intestino sdo os principais consumidores de GSH hepatico (WU et al., 2004).

Tanto a glicina quanto o glutamato séo sintetizados e usados por muitas reacfes
metabdlicas e, por isso, apresentam altas concentracGes no citosol. A cisteina citosélica é o
substrato limitante da sintese de GSH por se apresentar em menores niveis no citoplasma.
Essa molécula é originada a partir de 3 fontes: através do ciclo da metionina; da importacéo
direta para a célula via plasma e pelo excesso de catabolismo de proteinas sobre a sintese
protéica (REED et al., 2008; HRISTOV, 2022).

A enzima y-glutamilcisteina sintetase € regulada por feedback negativo pela GSH
fazendo com que ndo haja sintese exacerbada da enzima ou acumulo da espécie intermediéria
y-L-glutamil-L-cisteina. Caso a conversdo dessa espécie intermediaria em GSH esteja
insuficiente, ha agdo da enzima y-glutamilciclotransferase que a converte em 5-oxoprolina,
evitando seu acumulo. A producdo excessiva dessa Ultima é observada em casos onde ha
deficiéncia hereditaria da glutationa sintetase (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; HUBER,;
ALMEIDA; FATIMA, 2008; HRISTOV, 2022).
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A principal funcdo da GSH é atuar como antioxidante ao neutralizar as espécies
reativas antes que se liguem as biomoléculas, protegendo-as dos danos oxidativos. Essa
molécula é capaz de frear a acdo desses compostos tanto de forma direta quanto indireta por
meio de reacbes enzimaticas (WU et al., 2004; HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008). Sua
capacidade redutora é fornecida pelo grupamento tiol (-SH) (FERREIRA; MATSUBARA,
1997).

Para que a atividade protetora contra as espécies oxidativas ocorra, é necessario que a
molécula de GSH seja sempre regenerada através de um ciclo catalitico (Figura 13) (HUBER,;
ALMEIDA; FATIMA, 2008). Apds a exposicio de GSH ao agente oxidante, ela é convertida
a glutationa oxidada (GSSG), sua forma oxidada. Esse processo é realizado pela enzima
glutationa peroxidase que, ao mesmo tempo, converte o peroxido de hidrogénio em agua. A
recuperacdo de GSH ocorre com a acdo da enzima glutationa redutase. Nesse processo, ao
reduzir GSSG, a enzima requer a participacdo de NADPH que, ao doar 1 elétron, é convertida
a NADP", recuperando a molécula de GSH que esta pronta, novamente, para entrar no ciclo
de neutralizacdo de espécies oxidativas (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008; REED et al.,
2008; SHARIFI-RAD et al., 2020; HRISTQOV, 2022).

Além da sua atuacdo como antioxidante, o0 GSH tem outras func¢fes importantes no
organismo. Ele atua na desintoxicagio frente as toxinas, xenobidticos e algumas drogas. E,
ainda, necessario na formacdo de prostaglandinas e leucotrienos, na ativacao de linfécitos T,
além do transporte de aminoacidos através das membranas celulares. Nota-se, por isso, que a
molécula de GSH tem uma gama de atividades importantes ao organismo (WU et al., 2004;
REED et al., 2008; HRISTOV, 2022).
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Figura 13 - Ciclo de regeneracéo de GSH
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Fonte: Adaptado de SHARIFI-RAD et al., 2020

O cortisol é um glicocorticoide sintetizado predominantemente na zona fasciculada da
regido do cortex da glandula suprarrenal. O colesterol € a molécula precursora desse
horménio que, pela a¢do de diversas enzimas, € convertido a cortisol (Figura 14). As células
nessa regiao possuem inimeras goticulas de lipidios que armazenam os ésteres de colesterol.
Elas tém a capacidade de sintetizar mais colesterol ou, ainda, importar lipoproteinas de baixa
e alta densidade, LDL e HDL, respectivamente (MELMED et al., 2016; DE MELLO AIRES,
2018).

O colesterol em seu estado livre pode ser convertido a cortisol, enquanto esterificado
na forma armazenavel. Ele entdo é convertido em pregnenolona pela acdo da enzima
CYP11Al1l na mitocbndria. AplGs ser transportada ao reticulo endoplasmatico liso, a
pregnenolona sofre a agdo da enzima 33-HSD sendo convertida a progesterona. Essa ultima é
convertida em 17-hidroxiprogesterona pela agdo da CYP17. Pela acdo da CYP21A2, ela é
convertida a 11-desoxicortisol. Por fim, ao retornar para a mitocéndria, 11-desoxicortisol é
convertido a cortisol pela CYP11B1. Ha ainda, uma rota paralela que envolve a conversao de
progesterona em 11-desoxicorticosterona e, finalizando, com a sintese de corticosterona. Essa
rota ndo é de grande importancia em humanos, mas em roedores a corticosterona € o principal
glicocorticoide (MELMED et al., 2016).
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Figura 14 - Sintese de cortisol
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Fonte: DE MELLO AIRES, 2018

Quando sintetizado, o cortisol se difunde para fora das células suprarrenais e alcanca o

plasma. Grande parte do cortisol é transportado por uma globulina especifica, a globulina

transportadora de cortisol (CBG), também conhecida como transcortina. Essa molécula é

sintetizada no figado e possui alta afinidade pelo cortisol, por isso, aproximadamente 90%

desse glicocorticoide € transportado por ela. Ainda, 5% esta ligado a albumina, enquanto 5%

circula em sua forma livre que é a responsavel pelas acgdes fisiologicas do horménio

(MELMED et al., 2016).
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A inativagdo do cortisol ocorre no figado, onde sdo reduzidos e conjugados com
glicuronidas e sulfatos para que sejam excretados na urina pelos rins. A excregéo do cortisol
na urina pode ainda ocorrer na sua forma ndo metabolizada, constituindo o cortisol livre
urinario. Existe também o mecanismo de inativacdo reversivel do cortisol em cortisona, por
acdo da enzima 11B-HSD2. A meia vida do horménio circulante é de aproximadamente 70
minutos (DE MELLO AIRES, 2018).

A secrecdo de cortisol é regulada pelo eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (Figura 15).
Inicialmente, o hipotalamo secreta o horménio liberador de corticotrofina (CRH) no sistema
porta hipotalamo-hipofisério, sendo transportado até a adeno-hipéfise. Ele ird estimular a
liberacdo do hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) pela adeno-hipofise. O ACTH atua
diretamente no cortex da suprarrenal promovendo a sintese e liberacdo do cortisol. Por
feedback negativo, o cortisol atua inibindo a secrecdo tanto de ACTH quanto de CRH. Além
disso, a secrecdo desse horménio € continua e tem relacdo com o ritmo circadiano. O pico da
sua secrecdo é observado pela manhd diminuindo ao longo do dia. Fatores como estresse,
citocinas inflamatdrias, febre, queimadura, hipoglicemia, hipotensdo arterial sdo condicGes
gue aumentam a secrecdo de cortisol (DE MELLO AIRES, 2018).
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Figura 15 - Eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
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As células nucleadas do corpo possuem receptores glicocorticoides que, na auséncia
do horménio, encontram-se no citoplasma ligados a moléculas que Ihes confere estabilidade.
A ligacdo do cortisol ao receptor promove a liberacdo dessas moléculas estabilizadoras e o
complexo cortisol-receptor € translocado para o nucleo. Nessa regido da célula, o receptor
ativado pela ligacdo com o hormoénio interage com sequéncias especificas do DNA,
denominadas de elemento responsivo aos glicocorticoides (GRE). Ha entdo o estimulo para a
transcrigdo dos genes responsivos aos glicocorticoides. Ressalta-se também que os receptores
glicocorticoides podem reprimir a transcricdo génica pela sua ligagdo com elementos

responsivos negativos aos glicocorticoides (nGRE), localizado na regido promotora de genes
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especificos, causando, por isso, a inibicdo da transcri¢cdo génica (MELMED et al., 2016; DE
MELLO AIRES, 2018).

Os glicocorticoides apresentam fungdes em diversas rotas metabolicas, Orgdos e
sistemas do organismo, como: metabolismo de carboidratos, metabolismo de lipidios,
metabolismo de proteinas, figado, tecido muscular, tecido adiposo, sistema nervoso central,
sistema imune, 0sso, rins, pele e outros. No metabolismo dos carboidratos, o cortisol age
como contra-regulador da insulina protegendo o organismo contra a hipoglicemia. Esses
horménios estimulam a gliconeogénese hepatica, aumentando a mobilizacdo de substratos
como aminoacidos e glicerol de tecidos periféricos para o figado. Ainda, diminuem a
utilizacdo periférica de glicose atuando sobre os receptores de insulina e diminuindo os
transportadores de glicose (MELMED et al., 2016).

Em relacdo ao tecido adiposo, o cortisol pode estimular a diferenciacdo dos adipécitos,
promovendo a adipogénese por meio da ativagdo da transcricdo de diversos genes envolvidos
nesse processo, contribuindo para a obesidade visceral. Ainda, ha a ativacdo da lipolise que
fornecera substrato para gliconeogénese hepatica (glicerol) e acidos graxos livres como fonte
de energia. No tecido muscular, observam-se altera¢cdes catabolicas com a inibicao da sintese
proteica e captagdo de aminodcidos para facilitar a gliconeogénese. Nos 0ss0s, a exposi¢do
cronica a esses hormonios pode acarretar osteopenia e osteoporose com a inibicao de algumas
funcBes importantes exercidas pelos osteoblastos, como diferenciacdo e multiplicacdo celular.
Ainda, diminuem a absorcdo intestinal e a reabsorcdo renal do ion célcio, diminuindo a
concentracdo sérica desse ion, aumentando a secrecao de paratormdnio que mobiliza célcio
dos ossos (DE MELLO AIRES, 2018).

Os efeitos anti-inflamatdrios desse horménio estdo envolvidos na inibicdo da
diferenciacdo de mondcitos em macréfagos, da acéo fagocitica dos macrofagos e de seu efeito
citotoxico. Os glicocorticoides impedem as acBes de histamina e plasminogénio reduzindo a
resposta inflamatoria local e, ainda, prejudicam a sintese de prostaglandinas ao induzir
lipocortinas que irdo inibir a atividade da enzima fosfolipase A2. Sua a¢do imunossupressora
ocorre ao diminuir o numero de linfécitos T circulantes e reduzindo a sua capacidade em
migrar para o local onde héa o estimulo antigénico. Junto a isso, promove atrofia do timo e de
outros tecidos linfoides. No sistema nervoso central, os glicocorticoides influenciam o
comportamento e humor do individuo, além de influenciar na memoria e aprendizagem.
(MELMED et al., 2016; DE MELLO AIRES, 2018)

Tanto o excesso quanto a deficiéncia de cortisol sdo condi¢fes prejudiciais ao

organismo porque as funcées metabdlicas ndo estardo em homeostase. O excesso de cortisol €
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denominado hipercortisolismo e pode ocorrer por 3 causas comuns: tumor suprarrenal que
secreta cortisol de forma auténoma (sindrome de Cushing; doenca primaria), ndo tendo
controle e regulacdo pelo ACTH hipofisario; tumor hipofisario que secreta ACTH de modo
auténomo induzindo a glandula suprarrenal a hipersecretar cortisol e ndo respondendo ao
feedback negativo - doenca de Cushing (origem secundaria); hipercortisolismo iatrogénico
que ocorre de forma secundaria ao tratamento com cortisol. A fisionomia classica de
individuos nessa condicdo € pernas e bragos finos, obesidade no tronco e rosto arredondado,
apresentando bochechas proeminentes (DE MELLO AIRES, 2018).

A sindrome de Cushing é mais comum do que condic¢des de hipocortisolismo, porém
esse também € observado. A doenca de Addison é a hipossecrecdo de todos os horménios
esteroides da suprarrenal, muitas vezes ocasionado apos a destruicdo autoimune do cortex da
suprarrenal (origem primaria). Nesta situacdo, a liberacdo de ACTH se encontra aumentada.
AlteragBes hereditarias nas enzimas atuantes na sintese de esteroides suprarrenais também
podem causar hipossecrecdo. Nesse caso, pode ocorrer 0 excesso de secre¢do de androgénios,
uma vez que o substrato ira acumular ja que ndo podera ser convertido a cortisol ou

aldosterona, e sera desviado para a sintese de androgénios (MELMED et al., 2016).

RELACAO ENTRE ACIDO URICO, GSH E CORTISOL

A via das pentoses e fosfato consiste em uma rota catabdlica alternativa para o
consumo e utilizacdo da glicose-6-fosfato sem a geracdo de ATP no citoplasma de algumas
células. Essa via é composta por uma etapa oxidativa, onde ha a degradacdo da glicose-6-
fosfato com atuacdo de algumas enzimas, e a fase ndo-oxidativa que permite que as reacdes
oxidativas sejam continuas (STINCONE et al., 2015).
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Figura 16 - Fase oxidativa da via das pentoses-fosfato
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A oxidagdo da glicose-6-fosfato ir4 gerar intermediarios biossintéticos importantes
para as células, o NADPH, importante na sintese de GSH e em rotas de biossinteses redutoras,
e ribose-5-fosfato que é precursor de nucleotideos, coenzimas e &cido nucleicos (Figura 16).
Na conversdo de glicose-6-fosfato em 6-fosfogliconato ha a formagdo de NADPH que pode
fornecer elétrons para a regeneracdo do GSH. Na segunda reacdo, ha a formacdo de mais
espécies de NADPH que véo ser importantes na formacdo de esteroides, uma vez que as
hidroxilases do sistema de sinteses dos glicocorticoides (cortisol) necessitam da participacdo
dessa molécula. Por fim, a ribose-5-fosfato & precursora dos &cidos nucleicos. Esses sdo
necessarios a sintese de purinas que é precursora do acido urico. (STINCONE et al., 2015; GE
et al., 2020)

Dessa forma, a via das pentoses-fosfato pode ser um elo entre esses trés marcadores
estudados nessa dissertacdo. Estando essa via mais ativada, espera-se observar um aumento

nas concentracdes dos mesmos.
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JUSTIFICATIVA

Os ratos podem ser utilizados como modelos experimentais para o estudo de secrecao
salivar em humanos devido as semelhancas existentes na anatomia das glandulas salivares,
sobretudo, em relagdo aos produtos secretores e o sistema de ductos. Além disso, a regulacdo
da saliva é feita por neurotransmissores parassimpaticos (colinérgicos) e simpaticos
(adrenérgicos) como nos humanos. Como em repouso 0 fluxo salivar é diminuido nesses
animais, a administracdo de pilocarpina é viavel para estimular a salivacdo (ROMERO, A. C.;
IBUKI, F. K.; NOGUEIRA, F. N., 2012).

A coleta de pequenos volumes de sangue pode ser realizada pela veia safena e pela
veia lateral da cauda do rato, entretanto, o volume de amostra limita as dosagens que podem
ser realizadas “in vivo”. Portanto, para coletar volumes satisfatorios de sangue, o animal deve
ser eutanasiado. Assim, uma correlacdo entre marcadores plasmaticos e salivares permitiria a
substituicdo da coleta de sangue pela saliva, evitando a eutanasia dos animais (NOHARA et
al., 2016).

Em roedores, a literatura é escassa no que diz respeito a avaliacdo de marcadores
salivares e sua correlacdo com o plasma. Alguns estudos desenvolvidos em roedores avaliam
os marcadores nas glandulas salivares dos animais e, pra isso, o procedimento realizado é
bastante invasivo ou requer a eutanasia para a coleta do material (FALKOWSKI et al., 2018;
ONOPIUK et al., 2018, 2021; MACIEJCZYK et al., 2019; ANNA et al., 2021; LIMA et al.,
2021). Além disso, ndo ha acompanhamento do animal em diferentes idades proporcionando
melhor entendimento das possiveis alteracbes dos marcadores salivares ao longo da vida.
Portanto, a padronizagdo da coleta de saliva de forma minimamente invasiva pode permitir

que esses problemas sejam solucionados.
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral

Padronizar a coleta de saliva em ratos da linhagem Wistar machos em diferentes

idades e realizar a dosagem de acido urico, GSH e corticosterona nestas amostras.

1.2 Especificos

Em ratos de 35, 60 e 90 dias de vida, avaliar:
« Concentragdes de acido Urico salivar e plasmatico;
o Concentracdes de GSH salivar e plasmaética;

o ConcentracOes de corticosterona salivar e plasmatica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Etica e modelo experimental

Este protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica para o Cuidado e
Uso de Animais Experimentais da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (CEUA n°
007/2020), conforme o anexo I. Todos os animais foram mantidos em biotério sob condicdes
controladas de temperatura (23 £ 2°C) e ciclo claro escuro (7:00-19:00h), recebendo racéo
padrdo para roedores e agua ad libitum.

Para o desenvolvimento do trabalho, ratas Wistar fémeas nuliparas adultas foram
acasaladas na proporcdo de 2 fémeas para cada macho. Apos detectada a prenhez através da
presenca de plug vaginal e de espermatozoides no lavado vaginal, a fémeas foram isoladas em
caixa maternidade. Apds o parto espontdneo, o tamanho da ninhada foi ajustado para 3
filhotes machos e 3 filhotes fémeas. No 21° dia de vida, os animais foram desmamados e
separados de acordo com o sexo. Nesse trabalho, foram mantidos apenas 0s animais machos.
Utilizamos um total de 15 ninhadas (45 machos). Cada um deles foi escolhido de forma
aleatdria para ser sacrificado nas seguintes idades:

Puberdade — 35 dias (Grupo 35): n = 15;

Adulto jovem — 60 dias (Grupo 60): n = 15;

Adulto maduro — 90 dias (Grupo 90): n = 15.

Semanalmente, o ganho de peso corporal e consumo de racdo foram avaliados.

2.2 Padronizacéo da coleta de saliva

Inicialmente, foi realizado um teste pré-coleta de saliva adaptando os protocolos de
Bernade e colaboradores (1956) e Costa (2009) onde os animais foram mantidos em jejum por
2 horas com acesso irrestrito a &gua. O animal foi anestesiado com xilazina (25 mg/kg de peso
corporal, intramuscular, Dechra, Londrina, Brasil) e ketamina (45 mg/kg de peso corporal,
intramuscular, Dechra, Londrina, Brasil). Apos, para induzir a salivacéo, aplicou-se nitrato de
pilocarpina (5 mg/kg de peso corporal, intraperitoneal, Sigma-Aldrich, EUA). O animal foi
posicionado em decubito ventral com a boca apoiada sobre uma placa de petri e, a partir da
gueda da 1° gota de saliva, marcou-se 15 minutos para a coleta. Com auxilio da pipeta, a
saliva foi coletada e transferida para um microtubo de centrifugacdo. Ap6s o tempo

estipulado, o animal foi colocado em caixa individual com acesso a comida e agua para
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recuperagdo da anestesia. A amostra de saliva foi centrifugada a 10.000 rota¢des por minuto
(rpm), a 4°C, durante 20 minutos.

Ap0s o teste, foi realizada a coleta de saliva dos animais, entretanto, 4 animais foram a
Obito apresentando caracteristicas semelhantes a broncoaspiracdo. Dessa forma, foi testado
outro protocolo de coleta de saliva adaptando a metodologia de Terregrossa e colaboradores
(2014) e Martin e colaboradores (2018). O animal foi mantido em jejum por 2 horas com
acesso liberado a agua. Posteriormente, recebeu 200 pL da solucdo 0,03 M de &cido citrico
em 1 M de sacarose pipetado em sua boca, visto que a combinacéo de doce com azedo induz a
salivacdo. Para evitar contaminacdo, ap6s 60 segundos, a saliva do animal foi aspirada com
uma pipeta e transferida para um microtubo de centrifugacdo. Esse processo foi repetido 20
vezes. No entanto, a quantidade de amostra coletada ndo foi suficiente, visto que, por estar
acordado, o animal engolia a saliva.

Por isso, foi decidida a realizacdo de novos testes utilizando pilocarpina para a
definicdo de uma dose segura para o animal e que proporcionasse uma quantidade de amostra
suficiente:

a) Reducdo da dose de pilocarpina e diluicdo em solugdo salina — sem uso de
anestesia: A dose de pilocarpina foi reduzida para 2,5 mg/kg e diluida em
volume igual de solucgéo salina.

Por exemplo: Um animal de 58 gramas recebeu 14,5 pL de pilocarpina diluida em 14,5 pL de
solucdo salina.

O animal produziu saliva, entretanto, por estar acordado, ele engolia, impossibilitando a
coleta de amostra suficiente.

O animal foi mantido isolado por um periodo para avaliacdo dos efeitos posteriores da
substancia. O mesmo apresentou boa recuperacdo, ndo ficou apético e, aparentemente, sem
efeitos adversos ocasionados pela pilocarpina, como aumento de miccao, de excrecdo fecal e

de secrecéo nasal.

b) Dose de pilocarpina reduzida e diluicdo em solugéo salina + reducdo da dose
de anestésico: A dose de xilazina foi calculada na concentragdo de 25 mg/kg e,
do volume ideal a ser aplicado, reduziu-se 10 pL. Dessa forma, a concentracéo
recebida foi de 21,49 mg/kg.
Em relagdo & ketamina, a dose foi calculada na concentracdo de 45 mg/kg e, do volume ideal,

reduziu-se 5 pL. Assim, a concentracado recebida foi de 36,23 mg/kg.
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Por exemplo: Um animal de 57 gramas receberia 71,25 pL de xilazina e 25,65 pL de
ketamina, entretanto, buscando uma dose segura, recebeu 61,25 pL e 20,65 pL,
respectivamente.

A dose de pilocarpina foi mantida em 2,5mg/kg diluida em volume igual de solucao salina.

O animal apresentou boa salivacéo e quantidade de amostra suficiente.

Logo apds a coleta de saliva, o animal apresentou alteracdo na respiragdo e secre¢do nasal.
Administrou-se solugdo salina por gavagem e houve extravasamento de secrecdo,

caracteristicas de estar broncoaspirando.

c) Dose de pilocarpina reduzida e diluigdo em solugéo salina + reducdo da dose
de anestésico: A dose de xilazina foi reduzida para 10 mg/kg e de ketamina
para 25 mg/kg.

A dose de pilocarpina foi mantida em 2,5mg/kg com a diluicdo no mesmo volume de solugéo
salina.

Mesmo com a reducdo da dose, o animal apresentou caracteristicas de estar anestesiado
rapidamente. Além disso, o animal recobrou a consciéncia de forma rapida, apresentou boa

salivacédo e quantidade de amostra suficiente.

d) Nova reducédo da dose de pilocarpina e diluicdo em solucdo salina: Reduziu-se
a dose de pilocarpina para 1,25 mg/kg que, ainda, foi diluida no dobro do
volume de solucéo salina.
Por exemplo: Um animal de 62 gramas recebeu 7,75 uL de pilocarpina diluida em 15,5 pL de
solugéo salina.
A concentracdo de xilazina se manteve em 10 mg/kg e de ketamina em 25 mg/kg.
O animal apresentou boa salivacdo e quantidade de amostra suficiente, assim como, nenhuma

reacdo adversa e retornou rapido da anestesia.

e) Dose de pilocarpina reduzida e diluicdo em solugéo salina + reducdo da dose
de anestésico: A dose de xilazina foi reduzida para 5 mg/kg e de ketamina para
20 mg/kg. A dose de pilocarpina foi mantida em 1,25 mg/kg sendo diluida no o
dobro do volume de solucgéo salina.
Mesmo com a reducdo da dose, o animal apresentou caracteristicas de estar anestesiado
rapidamente. Além disso, recobrou a consciéncia de forma rapida, apresentou boa salivacéo e

quantidade de amostra suficiente.
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f) Nova reducédo da dose de pilocarpina e diluicdo em solugéo salina: Reduziu-se
a dose de pilocarpina para 0,625 mg/kg que, ainda, foi diluida em 75% do
volume de solucéo salina.
Por exemplo: Um animal de 57 gramas recebeu 3,56 pL de pilocarpina diluida em 14,25 pL
de solugéo salina.
A concentracdo de xilazina se manteve em 5 mg/kg e de ketamina em 20 mg/kg.
O animal demorou um pouco mais de tempo para liberar a primeira gota de saliva, entretanto,

o volume final obtido foi satisfatorio.

Os animais foram mantidos isolados, com agua e comida a vontade, para serem
observados no dia seguinte. Os mesmos apresentaram boas condic¢des fisicas indicando,
assim, que os testes foram bem sucedidos.

Posteriormente, foi decidido a utilizacdo do protocolo realizado no teste e: As doses de
anestésico foram: xilazina - 5 mg/kg, com reducdo de 80% da dose inicial, e ketamina - 20
mg/kg, com reducdo de 55,5% da dose inicial.

A dose de pilocarpina foi de 1,25 mg/kg diluida no o dobro do volume de solucdo salina,
havendo reducéo de 75% da dose inicial.

E importante ressaltar que alguns animais apresentaram pequenos efeitos adversos
ocasionados pela administracdo da pilocarpina como, por exemplo, a liberacdo de urina
durante a coleta. 1sso ocorreu devido a estimulacdo do sistema nervoso parassimpatico.

Assim, o protocolo de coleta de saliva adotado foi:

Os animais foram mantidos em jejum de dieta por 2 horas com acesso a agua ad
libitum. O animal foi anestesiado com xilazina (5 mg/kg de peso corporal, intramuscular,
Dechra, Londrina, Brasil) e ketamina (20 mg/kg de peso corporal, intramuscular, Dechra,
Londrina, Brasil). Ap6s sinais claros de anestesia, para induzir a salivacdo, aplicou-se
pilocarpina (1,25 mg/kg de peso corporal + diluicdo com 200% do volume com solugdo
salina, intraperitoneal, Nitrato de pilocarpina, Sigma-Aldrich, EUA). O animal foi
posicionado em decubito ventral sobre gaze e papel toalha, para evitar o contato direto com a
bancada fria, com a boca apoiada em uma placa de petri de forma a avaliar a formacéo da gota
de saliva (Figuras 16, 17 e 18). Ap6s 15 minutos da queda da 1° gota, a saliva foi coletada
com uma pipeta e armazenada em um microtubo de centrifugacdo sob gelo. Apds esta
manipulacdo, o animal foi colocado em caixa individual com acesso livre a comida e dgua

para recuperacdo da anestesia. As amostras de saliva foram centrifugadas (10.000 rpm, 4°C,
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20 minutos) e mantidas em freezer -20°C. Em todas as 3 idades, a coleta foi realizada as 10:00
h para evitar alteragGes do ciclo circadiano.

Figura 17 - Animal posicionado para coleta de saliva

Fonte: A autora, 2023

Figura 18 - Secrecao salivar formada para coleta

Fonte: A autora, 2023
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Figura 19 - Animal posicionado para coleta de saliva

Fonte: A autora, 2023

2.3 — Eutanasia e coleta de tecidos

Os animais de todos os grupos foram rapidamente eutanasiados por decaptagdo em
guilhotina nas seguintes idades: 35, 60 e 90 dias. Os animais foram mantidos em jejum de 12
horas com oferta irrestrita de agua. Eles foram pesados no dia do sacrificio, bem como foi
medido o comprimento nasoanal (CNA) e aferido a glicemia de jejum com auxilio de
glicosimetro portatil (ONETOUCH Select Plus Flex®, Johnson & Johnson Medical S. A.,
Sédo Paulo, Brasil).

A coleta de sangue ocorreu em tubos heparinizados que, posteriormente, foram
centrifugados (3000 rpm, 15 minutos, 4° C) para obtencdo do plasma. Essas amostras foram
mantidas em -20°C.

Os compartimentos de tecido adiposo branco (mesentérico, gonadal e retroperitoneal)
e tecido adiposo marrom foram dissecados e pesados para avaliacdo de parametros
biométricos e armazenados em -80°C. Os dados foram expressos em peso relativo ao animal
((peso do tecido X 100)/peso do animal).
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2.4 Analises Bioquimicas

As analises bioquimicas foram realizadas em amostras de saliva e plasma.

2.4.1 Acido Urico

A dosagem foi realizada por método enzimatico colorimétrico utilizando kit comercial
(Bioclin™: Minas Gerais, Brasil). O protocolo apresentado no kit foi adaptado para melhor
andlise das amostras. Foi realizado um teste com objetivo de avaliar se 0 aumento no volume
de amostra utilizada iria prejudicar a leitura e os resultados uma vez que seria diferente da
proporcéo apresentada e validada no protocolo original do kit. Apds o teste, concluiu-se que a
modificacdo de propor¢do nao apresentou prejuizo a dosagem final.

Foram adicionados no tubo de ensaio 37,5 pL da amostra e 500 pL do reagente
enzimatico (DHBS < 10 mM, 4-Aminoantipirina < 10 mM, Peroxidase < 10,0 KU/L, Uricase
< 10,0 KU/L, tampado, surfactante, estabilizantes e conservante). No tubo Padrdo, adicionou-
se 12,5 pL do reagente padrdo (Acido Urico 6 mg/dL, tamp&o, estabilizante e conservante),
25 pL de tampdo fosfato-salino (PBS) e 500 pL do reagente enzimético. No tubo Branco,
adicionou-se 37,5 pL de PBS e 500 uL do reagente enzimatico.

Todos os tubos foram bem homogeneizados, e permaneceram incubados em estufa a
37°C durante 5 min. A absorbancia da amostra foi determinada em 505 nm em leitor de
microplaca (INNO, LTEK Co., Itd), acertando o zero com branco e a leitura foi realizada em,
no maximo, 30 min. A concentracdao foi determinada a partir do calculo: ((Absorbancia da
Amostra x 6)/Absorbéncia do Padréo), e o resultado foi expresso em mg/ dL.

2.4.2 Glutationa reduzida (GSH)

A dosagem de GSH foi realizada adaptando o protocolo de TIETZE, 1969. Em
microtubo de centrifugacdo, adicionou-se 50 uL de amostra e 100 pL de &cido tricloroacético
(TCA) 15%. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm, a 10°C, por 10
minutos. Em uma placa de 96 pocos, adicionou-se 50 pL do sobrenadante, 175 pL de tampao
Tris-HCI (400 mM, pH =8,9) e 25 uL de DTNB (2,5 mM) dissolvido em Tris-HCI (40mM,
pH = 8,9). A placa foi incubada por 10 minutos em temperatura ambiente e no escuro. Em

seguida, a leitura foi realizada a 412 nm em um leitor de microplaca (INNO, LTEK Co., Itd).
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2.4.3 Corticosterona

A dosagem de corticosterona livre foi realizada utilizando kit comercial de Ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) (Enzo Life Sciences, Nova York, Estados Unidos.
Corticosterone ELISA Kit, Catalog N. ADI-900-097). A sensibilidade do kit é 26,99 pg/mL.
A diluicdo das amostras de plasma foi 1:40, enquanto as amostras de saliva ndo foram

diluidas.

2.5 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média. Para analise dos
dados paramétricos foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) One Way com pds teste de
Tukey de comparagdes multiplas, com intuito de comparar as médias dos grupos entre as
diferentes idades. O teste de correlacdo de Pearson foi realizado para analisar os marcadores
dosados em cada idade. O nivel de significancia considerado foi de p<0,05. Para essas
analises e confeccdo dos graficos, utilizou-se o programa GraphPad Prism versdo 8.02 para
Windows (GraphPad Software®©).
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3 RESULTADOS
3.1 Consumo alimentar
Como demonstrado no gréfico 1, os animais dos grupos 60 e 90 apresentaram ingestao

alimentar maior do que o grupo 35 (80%, p<0,0001; diferenca média = -11,99; 75%,
p<0,0001; diferenca media = -11,29, respectivamente).

Grafico 1 - Consumo alimentar diario nas idades de 35, 60 e 90 dias
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Legenda: Consumo alimentar diario, em gramas, nas idades de 35 (n = 13), 60 (n = 15) e 90 dias (n = 15); ****
p-Valor<0,0001.

3.2 Peso corporal

Os animais dos grupos 60 e 90 apresentaram maior peso corporal comparados ao
grupo 35 (130%, p<0,0001, diferenca média = -127,9; 229%, p<0,0001, diferenca media = -
225,2, respectivamente; Gréafico 2). O peso corporal dos animais do grupo 90 foi 43% maior

do que o grupo 60 (p<0,0001, diferenca media = -97,27, Grafico 2).
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Gréfico 2 - Peso corporal nas idades de 35, 60 e 90 dias
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Legenda: Peso, em gramas, nas idades de 35 (n = 13), 60 (n = 15) e 90 dias (n = 15); **** p-Valor<0,0001.

3.3 Comprimento nasoanal

Como representado no grafico 3, os animais dos grupos 60 e 90 apresentaram CNA
maior do que o grupo 35 (35%, p<0,0001, diferenca média = -5,101; 56%, p<0,0001,
diferenca média = -8,101, respectivamente). O CNA dos animais do grupo 90 foi 15% maior

do que o grupo 60 (p<0,0001, diferenca média = -3,000).
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Gréfico 3 - Comprimento nasoanal nas idades de 35, 60 e 90 dias
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Legenda: Comprimento nasoanal, em centimetros, nas idades de 35 (n = 13), 60 (n = 15) e 90 dias (n = 15); ****
p-Valor<0,0001.

3.4 Glicemia

Este pardmentro foi similar entre os grupos experimentais (Grafico 4).

Grafico 4 - Glicemia nas idades de 35, 60 e 90 dias
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Legenda: Glicemia, em mg/dL, nas idades de 35 (n = 13), 60 (n = 15) e 90 dias (n = 15)
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3.5 Dep0sitos de gordura

3.5.1 Peso do tecido adiposo branco (TAB) retroperitoneal

Os animais dos grupos 60 e 90 apresentaram peso absoluto do TAB retroperitoneal
maior do que o grupo 35 (735%, p = 0,0008, diferenca média = -1,102; 1444%, p<0,0001,
diferenca média = -2,166, respectivamente; Grafico 5-A). O peso absoluto do TAB
retroperitoneal dos animais do grupo 90 foi 85% maior do que o grupo 60 (p = 0,00009,
diferenca média = -1,064; Grafico 5-A).

Os animais do grupo 60 e 90 apresentaram o peso relativo do TAB retroperitoneal
maior do que o grupo 35 (272%, p<0,0001, diferenca média = -0,4048; 372% p<0,0001,
diferenca média = -0,5520; Grafico 5-B).

Gréfico 5 - Peso absoluto e relativo de TAB retroperitoneal nas idades de 35, 60 e 90 dias
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Legenda: A — Peso absoluto de TAB retroperitoneal, em gramas, nas idades de 35 (n = 13), 60 (n = 15) e 90 dias
(n = 14); B — Peso relativo de TAB retroperitoneal, em gramas por 100 gramas de peso corporal, nas idades de
35 (n=13), 60 (n = 15) e 90 dias (n = 14); ***p-Valor < 0,05; ****p-Valor < 0,0001.
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3.5.2 Peso do TAB mesentérico

Como demonstrado no grafico 6-A, os animais dos grupos 60 e 90 apresentaram peso
absoluto do TAB mesentérico maior do que o grupo 35 (477%, p<0,0001, diferenga média = -
1,773; 618%, p<0,0001, diferenca média = -2,299).

Os animais dos grupos 60 e 90 apresentaram o peso relativo do TAB mesentérico
maior do que o grupo 35 (144%, p<0,0001, diferenca média = -0,5588; 618%, p<0,0001,
diferenca média = -0,4255; Gréfico 6-B).

Gréfico 6 - Peso absoluto e relativo de TAB mesentérico nas idades de 35, 60 e 90 dias

A B

-
o
|

KKK
*kkk

*kkk

_|

HkRR

o
o
]

0 T T T
35 60 920

Idade (dias) Idade (dias)

Tecido adiposo mesentérico (gramas)
[,8)
1
Tecido adiposo mesentérico (g/100g pc)

b
o

T T
35 60 90

Legenda: A — Peso absoluto de TAB mesentérico, em gramas, nas idades de 35 (n = 13), 60 (n = 15) e 90 dias (n
= 15); B — Peso relativo de TAB mesentérico, em gramas por 100 gramas de peso corporal, nas idades de 35 (n =
13), 60 (n = 15) e 90 dias (n = 15); *p-Valor < 0,05; ****p-Valor < 0,0001.
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3.5.3 Peso do TAB epididimal

Os animais dos grupos 60 e 90 apresentaram peso absoluto do TAB epididimal maior
quando comparados ao grupo 35 (447,5%, p = 0,0002, diferenca média = -1,296; 1024%,
p<0,0001, diferenca média = -2,964; Grafico 7-A). O peso absoluto do TAB epididimal dos
animais do grupo 90 foi 105,3% maior do que o grupo 60 (p<0,0001, diferenca média = -
1,669; Grafico 7-A).

Como demonstrado no grafico 7-B, o peso relativo do TAB epididimal dos animais
dos grupos 60 e 90 foi 143% e 242% maior do que o grupo 35, respectivamente (p<0,0001,
diferenca media = -0,4118 e -0,6968, respectivamente). Este parametro foi 40% maior no

grupo 90 comparado ao grupo 35 (p = 0,0021, diferenca média = -0,2850).

Gréfico 7 - Peso absoluto e relativo de TAB epididimal nas idades de 35, 60 e 90 dias
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Legenda: A — Peso absoluto de tecido adiposo branco epididimal, em gramas, nas idades de 35 (n = 13), 60 (n =
15) e 90 dias (n = 15); B — Peso relativo de tecido adiposo branco gonadal, em gramas por 100 gramas de peso

corporal, nas idades de 35 (n = 13), 60 (n = 15) e 90 dias (n = 15); **p-Valor < 0,05; ***p-Valor<0,05; ****p-

Valor < 0,0001.
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O peso absoluto do TAM foi similar entre os grupos (Gréafico 8-A).

Observamos que o peso relativo do TAM dos grupos 60 e 90 foi 45% e 65% menor do

que o grupo 35, respectivamente (p<0,0001, diferenca média = 0,07672, p<0,0001, diferenca

média = 0,1123, respectivamente; Grafico 8-B). O grupo 90 apresentou peso relativo do TAM
38% menor do que o grupo 60 (p = 0,0008, diferenca média = 0,03562; Grafico 8-B).

Grafico 8 - Peso absoluto e relativo do TAM nas idades de 35, 60 e 90 dias
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Legenda: A — Peso absoluto de tecido adiposo marrom, em gramas, nas idades de 35 (n = 13), 60 (n = 15) e 90

dias (n = 14); B — Peso relativo de tecido adiposo marrom, em gramas por 100 gramas de peso corporal, nas
idades de 35 (n = 13), 60 (n = 15) e 90 dias (n = 14); ***p-Valor <0,05; ****p-Valor < 0,0001.
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3.6 Acido Urico

3.6.1 Acido Urico salivar

Observamos que a concentracdo de &cido Urico salivar no grupo 60 foi 82% maior do
que o grupo 35 (p = 0,0057, diferenca média = -0,2321; Grafico 9).

Gréfico 9 - Concentragdo de acido Urico salivar nas idades de 35, 60 e 90 dias
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Legenda: Acido urico salivar, em mg/dL, nas idades de 35 (n = 13), 60 (n = 15) e 90 dias (n = 13); **p-Valor <
0,05

3.6.2 Acido Urico plasmaético

No plasma, a concentracdo de acido Urico no grupo 90 foi 46% menor do que 0 grupo
60 (p = 0,0119, diferenca média = -1,088; Gréfico 10).
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Gréafico 10 - Concentracdo de acido drico plasmatico nas idades de 35, 60 e 90 dias
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Legenda: Acido Urico plasmatico, em mg/dL, nas idades de 35 (n = 13), 60 (n = 15) e 90 dias (n = 15); *p-Valor
<0,05

3.7 Glutationa reduzida (GSH)

3.7.1 GSH salivar

Observamos concentracdo menor de GSH na saliva dos animais do grupo 60 do que 0s
grupos 35 e 90 (56% , p = 0,0264, diferenca média = 2,206; 59%, p = 0,0101, diferenca média
=-2,522, respectivamente; Gréafico 11).

Gréfico 11 - Concentracdo de GSH salivar nas idades de 35, 60 e 90 dias
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Legenda: GSH salivar, em puM, nas idades de 35 (n = 13), 60 (n = 15) e 90 dias (n = 13); *p-Valor < 0,05
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3.7.2 GSH plasmética

A concentracdo de GSH no plasma foi 65% menor no grupo 60 do que no grupo 35 (p
= 0,0075, diferenca média = 4,128; Grafico 12).

Gréfico 12 - Concentracdo de GSH plasmaética nas idades de 35, 60 e 90 dias
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Legenda: Glutationa reduzida plasmatica, em pM, nas idades de 35 (n = 13), 60 (n = 15) e 90 dias (n = 13); **p-
Valor < 0,05

3.8 Corticosterona

3.8.1 Corticosterona salivar

A concentracdo de corticosterona salivar foi 81% e 84% menor no grupo 60 e 90
comparados ao grupo 35, respectivamente (p< 0,0001, diferenca media = 5,512; p< 0,0001,

diferenga média = 5,657, respectivamente; Gréafico 13).
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Gréfico 13 - Concentracédo de corticosterona salivar nas idades de 35, 60 e 90 dias
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Legenda: Corticosterona salivar, em ng/mL, nas idades de 35 (n = 13), 60 (n = 15) e 90 dias (n = 13); ****p-
Valor < 0,0001

3.8.2 Corticosterona plasmatica

J& a concentracdo de corticosterona plasmatica, foi 92% maior no grupo 90 comparado
ao grupo 60 (p = 0,0010, diferenca média = 203,3; Gréafico 14).

Gréfico 14 - Concentracdo de corticosterona salivar nas idades de 35, 60 e 90 dias
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Legenda: Corticosterona plasmatica, em ng/mL, nas idades de 35 (n = 13), 60 (n = 15) e 90 dias (n = 13); ***p-
Valor = 0,0010
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Observamos que existe correlacdo entre os marcadores salivares acido Urico e
corticosterona no grupo 60 (Tabela 12). Entretanto, ndo foi observada correlagéo entre esses e
a GSH ou entre os marcadores plasmaticos desse grupo (Tabela 12).

Nos grupos 35 e 90, ndo foram observadas correlacdes entre os diferentes marcadores
do mesmo tipo de amostra (saliva vs saliva; plasma vs plasma; Tabela 21 e Tabela 3) e entre
0s mesmos marcadores de amostras diferentes (saliva vs plasma; Tabelas 4, 5 e 6).

Tabela 1 - Correlacdo entre os marcadores salivares e plasmaticos no grupo 35

Grupo 35
Marcador salivar r Inter\{alo de r p-Valor
confianca guadrado
Acido Grico/GSH 0,5139 -0,05174 a 0,8299 0,2641 0,0724
Acido arico/Corticosterona -0,2623 -0,8479 a-0,6115 0,06882 0,5698
GSH /Corticosterona -0,0944 -0,7912 a 0,7091 0,008916 0,8404
- Intervalo de r
Marcador plasmatico r . p-Valor
confianca quadrado
Acido urico/GSH -0,095 -0,6138 a 0,4812 0,009022 0,7576
Acido arico/Corticosterona -0,2368 -0,8401 a 0,6283 0,05607 0,6092
GSH/Corticosterona 0,2054 -0,6138 a 0,8301 0,04217 0,6587

Tabela 2 - Correlagdo entre os marcadores salivares e plasméticos no grupo 60

Grupo 60

Marcador salivar r Intervalo de r p-Valor
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confianca quadrado
Acido Grico/GSH 0,5053 -0,1823 20,8610 0,2553 0,1363
Acido Grico/Corticosterona -0,8928 -0,9806 a -0,5073 0,7971 0,0028*
GSH/Corticosterona -0,7534 -0,9826 a 0,3842 0,5677 0,1414
Marcador plasmatico r Ir;ge;;;:lr]ogge quadrra do p-Valor
Acido Grico/GSH 0,4687 -0,1110 a 0,8104 0,2197 0,1062
Acido arico/Corticosterona -0,5065 -0,9118 a 0,3986 0,2565 0,2461
GSH/Corticosterona 0,6767 -0,2992 a 0,9607 0,4579 0,1399
Legenda: *p-valor < 0,05
Tabela 3 - Correlacéo entre os marcadores salivares e plasmaticos no grupo 90
Grupo 90
Marcador salivar r Irggenrzglnogge quadrra do p-Valor
Acido Grico/GSH -0,2387 -0,6979 a 0,3596 0,05697 0,4323
Acido arico/Corticosterona -0,4465 -0,8977 a 0,4619 0,1994 0,3152
GSH/Corticosterona 0,3403 -0,5550 a 0,8703 0,1158 0,4552
Marcador plasmético r Irggenr;g::}ogge quadrra do p-Valor
Acido Urico/GSH -0,4918 -0,8204 a 0,08124 0,2418 0,0879
Acido Grico/Corticosterona -0,2404 -0,8082 a 0,5590 0,05779 0,5663
GSH/Corticosterona 0,3934 -0,5111 a 0,8844 0,1547 0,3826




Tabela 4 - Correlacdo saliva e plasma no grupo 35
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Grupo 35
Marcador r Inter\{alo e r quadrado p-Valor
confianca
Acido drico -0,2382 -0,6976 a 0,3600 0,05674 0,4332
GSH -0,3078 -0,7343 20,2928 0,09476 0,3062
Corticosterona 0,2037 -0,4886 a 0,7386 0,04149 0,5725
Tabela 5 - Correlacdo saliva e plasma no grupo 60
Grupo 60
Marcador r Inter\{alo e r quadrado  p-Valor
confianca
Acido urico -0,1387 -0,6078 a 0,4022 0,01923 0,6221
GSH -0,4419 -0,8551 a 0,3146 0,1953 0,2337
Corticosterona -0,3385 -0,7640 a 0,2921 0,1146 0,2818
Tabela 6 - Correlacéo saliva e plasma no grupo 90
Grupo 90
Marcador r Inter\{alo e r quadrado p-Valor
confianca
Acido urico -0,4443 -0,7995 a 0,1413 0,1974 0,1283
GSH -0,127 -0,6336 a 0,4559 0,01613 0,6793
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Corticosterona -0,1415 -0,6424 a 0,4442 0,02001 0,6448
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4 DISCUSSAO

Para o desenvolvimento dessa dissertacdo utilizamos animais eutroficos e saudaveis
durante trés fases da vida: 35 dias, que corresponde a puberdade; 60 dias, inicio da fase adulta
com a maturagdo sexual e 90 dias, adulto maduro. Dessa forma, os resultados relativos ao
consumo alimentar, glicemia e os pardmetros biométricos sdo condizentes com animais
eutroficos e normais.

Para os trés marcadores estudados, observamos que as concentracdes sdo maiores no
plasma do que na saliva. Inferindo-se, portanto, que pouco do que € sintetizado no plasma é
secretado no fluido salivar. As possiveis discrepancias observadas entre os perfis salivares e
plasmaticos podem ser atribuidas a cinética de transporte. O &cido Urico, por exemplo,
apresenta esse mecanismo de transporte descrito via proteina URAT-1 (LI et al, 2019).

A concentracdo de GSH indica tendéncia a um perfil similar na saliva e no plasma. No
grupo 60 é observada menor concentracdo desse marcador em relacdo ao grupo 35. No grupo
90 ¢é observado valores maiores do que o grupo 60. A concentracdo de &cido Urico também
apresenta essa tendéncia similar nos dois fluidos ao longo das 3 idades. No grupo 60
observamos maior concentracdo de &cido Urico em relagdo ao grupo 35. No grupo 90,
observamos menor concentracdo em relacdo ao grupo 60. Os baixos valores de acido Urico
observados no grupo 90 podem estar relacionados com maior atividade da enzima uricase,
responsavel pela metabolizacdo a alantoina, pdés-maturacdo sexual (ALVAREZ-LARIO;
MACARRON-VICENTE, 2010).

Tanto GSH quanto acido Urico apresentam importante papel antioxidante frente as
espécies reativas. Dessa forma, baixos niveis de GSH podem ser um fator critico na
neutralizacdo de espécies reativas, favorecendo a instalacdo de um ambiente de estresse
oxidativo. Ao passo que altos niveis de acido Urico poderiam atuar como um mecanismo
compensatério aos 60 dias frente a baixa concentracdo de GSH para neutralizar as espécies
reativas. Observa-se, assim, um possivel cross-talk entre GSH e acido urico, onde mesmo por
vias metabolicas independentes, esses dois marcadores se relacionam.

Além disso, é discutido na literatura a respeito dos efeitos do acido drico no
desenvolvimento neural/cognitivo, o que pode ser corroborado pelos dados dessa dissertagdo
com o0 os niveis de &cido Urico salivar e plasméatico maiores no grupo 60, indicando maturacao
dos animais (MIJAILOVIC et al, 2022; FANG et al., 2014; ALVAREZ-LARIO;
MACARRON-VICENTE, 2010).
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O comportamento da corticosterona apresenta diferenca entre saliva e plasma. Na
saliva, observamos menor concentracdo desse marcador no grupo 60 em relagéo ao grupo 35.
Ainda, ha uma ligeira queda no grupo 90 dias em relacdo ao grupo 60 dias. Enquanto no
plasma, ha maior concentracdo no grupo 60 em compara¢do com o grupo 35 e uma queda
acentuada no grupo 90 dias em comparag¢do com o grupo 60.

A diminuicdo na concentracdo de corticosterona no plasma pode ter relacdo com a
menor necessidade gliconeogénica pds-lactacdo, onde a gordura é obtida pelo leite materno
(BROWN et al., 2002) e pos-maturacao sexual, j& que o animal apresenta maiores estoques de
glicogénio e gordura (BANERJEE et al., 1997). A diferenga observada na concentragéo desse
marcador entre a saliva e o plasma pode ser atribuida @ modulagdo nas concentracdes da
globulina ligadora de cortisol (ROMERO et al., 2013).

Foi observada correlacdo entre acido Urico e corticosterona salivar no grupo 60. Nessa
idade, observa-se aumento de acido Urico e queda de corticosterona nesse fluido. N&o
podemos assumir que ha uma relacdo de causa e efeito nessa correlagdo, no entanto, podemos
pensar em algumas acdes isoladas e antagbnicas dessas susbtancias para tentar explicar essa
corrrelacdo. Alguns estudos mostram uma acdo inflamatéria do acido Urico que pode ativar
vias que secretam diversas citocinas e moléculas inflamatérias (CARVALHO et al., 2017;
SPIGA et al., 2017). Em contrapartida, uma acdo notavel dos glicocorticoides é seu efeito
anti-inflamatorio reduzindo respostas inflamatorias, inibindo a sintese de substancias
inflamatdrias e a diferenciacdo de mondcitos em macrofagos (MELMED et al., 2016).

Em humanos, ja é bastante documentada a utilizacdo do fluido salivar na avaliacdo
desses 3 marcadores. O &cido Urico salivar € o principal neutralizador de espécies reativas
nesse fluido e um dos principais antioxidantes plasmaticos. E observado em humanos, que a
avaliacdo do acido drico salivar pode ser um indicador robusto da atividade sistémica dessa
molécula. Isso porque existe uma correlacdo positiva significativa entre as concentracfes de
acido urico salivar e sérico (SHIBASAKI et al., 2012; SOUKUP et al., 2012; RIIS et al.,
2018; VERNEROVA et al., 2021). Em ratos, ndo foram encontrados trabalhos que avaliam
esse marcador na saliva e ainda sdo escassos aqueles que avaliam esse marcador no plasma.

Como a literatura € escassa no que diz respeito a avaliacdo dos marcadores salivares e
plasmaticos dosados nessa dissertacdo, para discutir nossos dados selecionamos autores que
trabalharam com modelos experimentais diversos, mas levamos em consideragdo os dados
apenas dos grupos controle, que ndo passaram por nenhuma intervencdo e estavam

consumindo dieta padréo.
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Zalewska e colaboradores (2020) estudaram durante 10 semanas ratos Wistar machos
sexualmente maduros. Avaliaram se a hiperglicemia induzida por dieta hiperlipidica e o
estresse oxidativo das glandulas salivares poderiam ser evitados pela administracdo de N-
acetilcisteina. O grupo controle (n = 10) apresentou acido drico plasmatico 0,3067 +/- 0,1
pg/mg de proteina. A dosagem de &cido urico também foi realizada como nessa dissertacéo e
o resultado foi apresentado em relagdo a quantidade de proteinas, diferente do apresentado
nesse trabalho, impossibilitando a comparacéo direta dos dados.

Kotodziej e colaboradores (2017) trabalharam com ratos Wistar machos com peso
inicial de 67 a 72 gramas pelo periodo de 8 semanas. Eles avaliaram se a exposi¢do cronica a
dieta hiperproteica causaria disfungbes nas glandulas salivares. Os animais (n = 8)
apresentaram a concentracdo de acido Urico plasmatico = 4,0 ng/mg de proteina, variando de
1,0 a 4,3 ng/mg de proteina. O protocolo para dosagem desse marcador foi semelhante ao
utilizado nessa dissertacdo e os resultados ndo podem ser comparados devido a diferenca de
unidade de apresentagédo dos dados.

Maciejczyk e colaboradores (2018) trabalharam com ratos Wistar machos com idade
de 6 semanas por um periodo de 8 semanas. Avaliaram se a ingestdo crbnica de dieta com
altos niveis de sacarose resulta em estresse oxidativo nas glandulas salivares. O &cido Urico
plasmético no grupo (n = 10) variou entre 0,3 a 0,6 ug/100mg de proteina. A dosagem desse
marcador foi feita de forma similar a essa dissertacdo, mas o resultado apresentado com
unidade diferente.

Falkowski e colaboradores (2018) trabalharam com ratos Wistar machos com idade de
14 meses. Avaliaram se a administracdo do suplemento Whey Protein alteraria 0s
antioxidantes presentes nas glandulas salivares de ratos idosos. Consideramos apenas 0s 2
grupos controles, a diferenca entre eles consistiu no dia do sacrificio, C7 (n = 10) foi
sacrificado 7 dias ap6s o inicio do experimento, enquanto C14 (n = 10), 14 dias ap0s o inicio.
O écido Urico plasmético de C7 = 29 +/- 4,6 pumol/L, C14 = 28 +/- 5,4 pymol/L. A dosagem
desse marcador foi feita de forma similar a essa dissertagéo.

Conforme antes mencionado, ndo foram encontrados estudos que avaliaram a
concentracdo de &cido drico no fluido salivar de roedores, enquanto poucos trabalhos
analisaram este marcador nas glandulas salivares (KOLODZIEJ et al., 2017; MACIEJCZYK
etal., 2018; ZALEWSKA et al., 2020). O mesmo foi observado para o plasma.

A GSH € outro importante antioxidante presente na saliva, que auxilia o acido Urico na
neutralizacdo das espécies reativas nesse fluido. Estudos em humanos que investigam,

sobretudo, condicdes relacionadas ao estresse oxidativo, avaliam esse marcador na saliva
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(OZTURK et al., 2008; ARANA et al., 2017; NGAMCHUEA et al., 2018; KLIMIUK et al.,
2020; DERINDAG et al., 2021). Foram encontrados poucos estudos que avaliaram a GSH no
fluido salivar e no plasma de ratos.

Maciejczyk e colaboradores (2021) publicaram o Unico trabalho encontrado que
analisou o fluido salivar. Utilizaram ratos Wistar machos, ndo foi informado a idade dos
animais mas apresentavam peso inicial entre 50 e 60 gramas e foram acompanhados por 8
semanas. Avaliaram a utilidade clinica de antioxidantes salivares e produtos de estresse
oxidativo em um estudo pré-clinico em animais resistentes a insulina.

Para a coleta de saliva, 0s animais foram mantidos em jejum de 12 horas, anestesiados
com fenobarbital s6dico (80mg/kg peso corporal, via intraperitoneal) e a inducgdo de salivacao
foi feita com nitrato de pilocarpina em soro fisiologico (5 mg/kg peso corporal, via
intraperitoneal). Uma bola de algoddo foi inserida na boca do animal pelo periodo de 5
minutos.

Assim como nessa dissertacdo, o grupo ndo observou correlacdo entre &cido Urico
salivar e GSH salivar.

A utilizacdo da GSH apresentou sensibilidade e especificidade de 100% tanto para
plasma, quanto para saliva. J& &cido urico, apresentou 80% nesses pardmetros, também nos
dois fluidos estudados. Nesse trabalho, a dosagem desses dois marcadores foi realizada da
mesma forma que nessa dissertacao.

Maciejczyk e colaboradores (2019), em um novo estudo trabalharam com ratos Wistar
machos de 8 semanas de idade. Avaliaram a fungdo secretora, 0s parametros de estresse
oxidativo e antioxidantes das glandulas salivares de animais com pancreatite aguda. O grupo
(n = 9) apresentou GSH plasmaética de 2,316 +/- 0,2375 ng/mg de proteina. A dosagem de
GSH também foi realizada como nessa dissertacdo, entretanto, o resultado foi apresentado em
relacdo a quantidade de proteinas, o que ndo permite comparacdo com os valores observados.

Zukowski e colaboradores (2018) estudaram ratos Wistar machos com 4 semanas de
idade, por 2 meses. Avaliaram os efeitos da N-acetilcisteina em ratos alimentados de forma
crébnica com dieta hiperlipidica, contra danos oxidativos e prevencdo de disfuncdo nas
glandulas salivares. O grupo controle (n = 10) apresentou GSH plasmatica de 0,72 ng/mg de
proteina (minimo = 0,55 ng/mg de proteina; maximo = 0,92 ng/miligrama de proteina). A
dosagem de GSH também foi realizada como nessa dissertagdo, entretanto, o resultado foi
apresentado em relacdo a quantidade de proteinas, 0 que ndo permite comparacdo com 0S

valores observados.
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Zalewska e colaboradores (2020) também dosaram GSH. O grupo controle (n = 10)
apresentou GSH plasmética de 0,7101 +/- 0,1 ng/mg de proteina. A dosagem de GSH foi
realizada como nessa dissertacdo e o resultado também foi apresentado em relacdo a
quantidade de proteinas, como no estudo anterior.

Gyuraszové e colaboradores (2018) trabalharam com camundongos fémeas e machos,
adultos e saudaveis. Buscaram estabelecer valores de referéncia para marcadores de estresse
oxidativo no plasma, urina e saliva desses animais. Para a coleta de saliva, 0os animais foram
anestesiados com ketamina (100 mg/kg peso corporal, via intraperitoneal) e xilazina (10
mg/kg peso corporal, via intraperitoneal), em seguida, administrou-se pilocarpina (0,5 pg/kg
peso corporal). A saliva foi coletada durante 30 minutos. Nesse trabalho, ndo foi dosado a
GSH como feito nessa dissertacdo, mas a razdo GSH/GSSG. Nas fémeas, observou-se essa
razdo salivar variando entre 1,55 — 3,98, enquanto nos machos variou entre 0,88 — 2,86.
Observaram também que o aumento da idade levou a reducdo da razdo GSH/GSSG na saliva.
Por fim, ndo houve correlagéo entre esse marcador na saliva e no plasma.

Observa-se, portanto, que mesmo com a existéncia de literatura recente avaliando
GSH no plasma, sdo necessarios mais estudos para novos esclarecimentos acerca desse
marcador antioxidante. Junto a isso, trabalhos avaliando esse marcador no fluido salivar s&o
escassos, sendo que poucos analisam a GSH no contetdo da glandula salivar.

Em humanos, o cortisol que chega a saliva € a fracao livre, a molécula ativa que tem a
capacidade de atravessar a membrana celular para se ligar aos receptores intracelulares e
induzir as alteracdes metabolicas. Essa fracdo chega a saliva por meio do processo de difuséo.
A concentracdo de cortisol ndo varia com a quantidade de saliva e reflete muito bem a fragédo
livre de cortisol no soro. Por isso, a dosagem desse marcador na saliva humano é uma
alternativa pratica e confiavel (LEWIS, 2006; L@VAS; HUSEBYE, 2007; CLEMENTS,
2013; ANDREAZZI et al., 2020). Em ratos, poucos estudos avaliam a corticosterona salivar.

Nohara e colaboradores (2016) trabalharam com camundongos de idade entre 9 e 13
semanas. Inicialmente, avaliaram se o glicocorticoide exogeno administrado seria transferido
do sangue para saliva e compararam 0s niveis de corticosterona nesses dois fluidos. Para a
coleta de saliva, os camundongos foram anestesiados e receberam pilocarpina via
intraperitoneal (0,5 mg/kg peso corporal). O fluido foi coletado com auxilio de algoddo na
cavidade bucal dos animais por 40 minutos. Os autores sugerem que 0s niveis salivares de
corticosterona refletem os niveis plasmaticos desse marcador sendo, por isso, um biomarcador

util e menos invasivo para avaliagdo de estresse fisico nos camundongos.
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Lasisi e colaboradores (2017) trabalharam com ratos Wistar machos com peso inicial
de 225 a 286 gramas, mas sem informagdes sobre idade. Avaliaram os efeitos da privacdo de
sono sobre alguns parametros salivares e o nivel de corticosterona nesse fluido. O nivel de
corticosterona na saliva desses animais (n = 6) foi de 3,31 +/- 0,98 ng/mL. Considerando que,
nessa dissertacdo, os animais de 60 e 90 dias apresentaram peso préximo a faixa apresentada
pelos animais utilizados por Lasisi e colaboradores (2017), sugerimos que os dados de
corticosterona salivar também poderiam ser relacionados ao encontrado nessa dissertacdo para
os animais de 60 e 90 dias. Entretanto, os dados referentes tanto aos animais de 60 quanto de
90 dias, apresentam valores bem menores do que o encontrado por Lasisi e colaboradores
(2017).

Uarquin e colaboradores (2016) utilizaram ratos wistar machos com 38 e 65 dias de
idade. Avaliaram os niveis de corticosterona no plasma e no cabelo dos animais sob condicdes
de superlotacdo. Animais de 38 dias (n = 9) apresentaram corticosterona plasmatica = 316,22
ng/mL, concentracdo maior do que a apresentanda nos dados dessa dissertacdo na idade
préxima de 35 dias. Ja os animais com 65 dias apresentaram corticosterona plasmatica =
232,6 ng/mL, resultado similar ao encontrado nessa dissertacdo para 0s animais de 60 dias.

Shen e colaboradores (2017) utilizaram ratos Sprague-Dawley machos com idade
entre 8 e 10 semanas. Avaliaram os efeitos de dois tipos de treinamento fisico combinado com
dieta rica em gordura ou dieta controle, tanto em fendtipos metabolicos quanto no nivel de
corticosterona desses animais. Nesse grupo (n = 11), a corticosterona plasmatica foi de 40,84
+/- 2,13 ng/mL. Esse resultado ndo se assemelha com os dados relativos aos animais de 60 e
90 dias dessa dissertagéo.

A corticosterona € um hormonio influenciado pelo ritmo circadiano. Dessa forma, o
horéario da coleta do fluido a ser analisado tem influéncia direta na dosagem desse horménio.
A comparacdo entre os resultados disponibilizados na literatura e o dessa dissertacdo

poderiam ndo ter relacdo, caso a coleta tenha sido feita em horarios distintos.
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CONCLUSOES

Nesse trabalho, conseguimos desenvolver um protocolo para a coleta de saliva em
ratos Wistar em 3 diferentes idades: 35 dias, puberdade; 60 dias, adulto jovem no inicio da
maturacdo sexual; 90 dias, adulto maduro. O protocolo estabelecido foi minimamente
invasivo e proporcionou coleta de volume de amostra suficiente para analises bioquimicas de
marcadores antioxidante e de estresse. Em humanos, a utilizacdo do fluido salivar em
substituicdo do sangue ja é uma realidade, entretanto, em modelo animal ndo ha muitos
estudos na literatura. Nesta dissertacdo, pela primeira vez, demostrou-se a presenca de acido
urico na saliva de ratos.

Dos 3 marcadores estudados, observou-se correlacdo apenas entre corticosterona e
acido urico salivar nos animais adultos. Dessa forma, sdo necessarios novos trabalhos com
outros marcadores para avaliacdo do reflexo de susbtancias sistémicas na saliva dos ratos. E,
assim, permitir que, junto ao uso do plasma, o uso do fluido salivar seja possivel, garantindo
gue o mesmo animal possa ser acompanhando por toda sua vida, bem como a analise das

alteracdes fisioldgicas e bioquimicas em diferentes etapas do seu desenvolvimento.

PERSPECTIVAS

Investigar o perfil salivar de marcadores de estresse oxidativo e hormonios, ndo
somente em animais saudaveis e eutroficos, mas em modelos experimentais de obesidade,
diabetes, hipotireoidismo, estresse e programacdo metabdlica. Além da comparacdo com
amostras de plasma, aspectos como desenvolvimento ontogenético e dimorfismo sexual

também serdo estudados.



87

REFERENCIAS

ALVAREZ-LARIO, B.; MACARRON-VICENTE, J. Uric acid and
evolution. Rheumatology (Oxford, England), v. 49, n. 11, p. 2010-2015, 2010.

AMANQO, O. et al. Anatomy and histology of rodent and human major salivary glands: -
overview of the Japan salivary gland society-sponsored workshop-. Acta histochemica et
cytochemica, v. 45, n. 5, p. 241-250, 2012.

ANNA, Z. et al. N-acetylcysteine supplementation did not reverse mitochondrial oxidative
stress, apoptosis, and inflammation in the salivary glands of hyperglycemic rats. Nutrition &
diabetes, v. 11, n. 1, p. 35, 2021.

ANDREAZZI, A. E. et al. Review of the salivary dosage of insulin, testosterone and
cortisol. Revista Médica de Minas Gerais, v. 30, 2020.

ARANA, C. et al. Increased salivary oxidative stress parameters in patients with type 2
diabetes: Relation with periodontal disease. Endocrinologia Diabetes y Nutricion (English
ed), v. 64, n.5, p. 258-264, 2017.

BANERJEE, S. et al. Fat accretion and the regulation of insulin-mediated glycogen synthesis
after puberty in rats. American journal of physiology. Regulatory, integrative and
comparative physiology, v. 273, n. 4, p. R1534-R1539, 1997.

BARBOSA JUNIOR, S. A.; BAPTISTA, R. |. A. DE A.; BARBOSA, C. N. Fisiologia
comparada do fluido oral e suas principais aplicacdes clinicas. Arquivos de Ciéncias
Veterindrias e Zoologia da UNIPAR, v. 18, n. 4, 2016.

BARBOSA, K. B. F. et al. Estresse oxidativo: conceito, implicacdes e fatores
modulatorios. Revista de Nutricdo, v. 23, n. 4, p. 629-643, 2010.

BENARDE, M. A. et al. A method for the collection of large quantities of rat saliva. Journal
of dental research, v. 35, n. 2, p. 326-327, 1956.

BERNARDI, R. et al. Effect of pilocarpine mouthwash on salivary flow. Brazilian Journal
of Medical and Biological Research, v. 35, n. 1, p. 105-110, 2002.

BROWN, L. J. et al. Lethal hypoglycemic ketosis and glyceroluria in mice lacking both the
mitochondrial and the cytosolic glycerol phosphate dehydrogenases. The journal of
biological chemistry, v. 277, n. 36, p. 32899-32904, 2002.

CAMPOS, M. T. G.; LEME, F. DE O. P. Estresse oxidativo: fisiopatogenia e diagnostico
laboratorial. PubVet, v. 12, n. 1, p. 1-8, 2018.

CARPENTER, G. H. The secretion, components, and properties of saliva. Annual review of
food science and technology, v. 4, n. 1, p. 267-276, 2013.

CARVALHO, L. A. C. et al. Urate hydroperoxide oxidizes human peroxiredoxin 1 and
peroxiredoxin 2. The journal of biological chemistry, v. 292, n. 21, p. 8705-8715, 2017.



88

CATALAN, V.; FRUHBECK, G.; GOMEZ-AMBROSI, J. Inflammatory and oxidative stress
markers in skeletal muscle of obese subjects. Em: Obesity. [s.l.] Elsevier, 2018. p. 163-189.

CERON, J. J. et al. Basics for the potential use of saliva to evaluate stress, inflammation,
immune system, and redox homeostasis in pigs. BMC veterinary research, v. 18, n. 1, p. 81,
2022,

CHEYNE, V. D. A description of the salivary glands of the rat and a procedure for their
extirpation 1,2. Journal of dental research, v. 18, n. 5, p. 457-468, 1939.

CLEMENTS, A. D. Salivary cortisol measurement in developmental research: where do we
go from here? Developmental psychobiology, v. 55, n. 3, p. 205-220, 2013.

COSTA, L. F. Estudo da atividade salivar em ratos espontaneamente hipertensos (SHR).
Dissertacdo (Mestrado em Odontopediatria) - Faculdade de Odontologia da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Universidade Estadual Paulista. S&o Paulo, p. 77.
2009.

DAWES, C. et al. The functions of human saliva: A review sponsored by the World
Workshop on Oral Medicine VI. Archives of oral biology, v. 60, n. 6, p. 863-874, 2015.

DE MELLO AIRES, M. Fisiologia. 5. Ed. Guanabara Koogan, 2018.

DE OLIVEIRA, E. P.; BURINI, R. C. High plasma uric acid concentration: causes and
consequences. Diabetology & metabolic syndrome, v. 4, n. 1, p. 12, 2012.

DEEPA, T.; THIRRUNAVUKKARASU, N. Saliva as a potential diagnostic tool. Indian
journal of medical sciences, v. 64, n. 7, p. 293-306, 2010.

DERINDAG, G. et al. Evaluation of saliva glutathione, glutathione peroxidase, and
malondialdehyde levels in head-neck radiotherapy patients. Turkish journal of medical
sciences, v. 51, n. 2, p. 644-649, 2021.

EL RIDI, R.; TALLIMA, H. Physiological functions and pathogenic potential of uric acid: A
review. Journal of advanced research, v. 8, n. 5, p. 487-493, 2017.

ENGERS, V. K.; BEHLING, C. S.; FRIZZO, M. N. A influéncia do estresse oxidativo no
processo de envelhecimento celular. Revista Contexto & Saude, v. 10, n. 20, p. 93-102,
2011.

FABBRINI, E. et al. Effect of plasma uric acid on antioxidant capacity, oxidative stress, and
insulin sensitivity in obese subjects. Diabetes, v. 63, n. 3, p. 976-981, 2014.

FALCAO, D. P. et al. Sialometria: Aspectos de interesse clinico. Revista brasileira de
reumatologia, v. 53, n. 6, p. 525-531, 2013.

FALKOWSKI, M. et al. Whey protein concentrate WPC-80 improves antioxidant defense
systems in the salivary glands of 14-month wistar rats. Nutrients, v. 10, n. 6, p. 782, 2018.



89

FANG, P. et al. A double-edged sword: Uric acid and neurological disorders. Brain
disorders & therapy, v. 2, n. 2, p. 109, 2013.

FEMIANO, F. et al. A comparison of salivary substitutes versus a natural sialogogue (citric
acid) in patients complaining of dry mouth as an adverse drug reaction: a clinical, randomized
controlled study. Oral surgery, oral medicine, oral pathology, oral radiology, and
endodontics, v. 112, n. 1, p. e15-20, 2011.

FERREIRA, A. L. A.; MATSUBARA, L. S. Radicais livres: conceitos, doengas relacionadas,
sistema de defesa e estresse oxidativo. Revista da Associacao Medica Brasileira (1992), v.
43,n. 1, 1997.

GE, T. et al. The role of the pentose phosphate pathway in diabetes and cancer. Frontiers in
endocrinology, v. 11, 2020.

GREABU, M. et al. Saliva--a diagnostic window to the body, both in health and in
disease. Journal of medicine and life, v. 2, n. 2, p. 124-132, 2009.

GYURASZOVA, M. et al. Markers of oxidative stress and antioxidant status in the plasma,
urine and saliva of healthy mice. Physiological research, v. 67, n. 6, p. 921-934, 2018.

HALLIWELL, B. Reactive species and antioxidants. Redox biology is a fundamental theme
of aerobic life. Plant physiology, v. 141, n. 2, p. 312-322, 2006.

HELLEKANT, G.; KASAHARA, Y. Secretory fibres in the trigeminal part of the lingual
nerve to the mandibular salivary gland of the rat. Acta physiologica Scandinavica, v. 89, n.
2, p. 198-207, 1973.

HRISTOV, B. D. The role of glutathione metabolism in chronic illness development and its
potential use as a novel therapeutic target. Cureus, v. 14, n. 9, p. 29696, 2022.

HUBER, P. C.; ALMEIDA, W. P.; FATIMA, A. DE. Glutationa e enzimas relacionadas:
papel bioldgico e importancia em processos patologicos. Quimica nova, v. 31, n. 5, p. 1170-
1179, 2008.

HUMPHREY, S. P.; WILLIAMSON, R. T. A review of saliva: normal composition, flow,
and function. The journal of prosthetic dentistry, v. 85, n. 2, p. 162-169, 2001.
KLIMIUK, A. et al. Salivary oxidative stress increases with the progression of chronic heart
failure. Journal of clinical medicine, v. 9, n. 3, p. 769, 2020.

KOLODZIEJ, U. et al. Chronic high-protein diet induces oxidative stress and alters the
salivary gland function in rats. Archives of oral biology, v. 84, p. 6-12, 2017.

KRISHNAMURTHY, P.; WADHWANI, A. Antioxidant enzymes and human health.
Em: Antioxidant Enzyme. [s.l.] InTech, 2012.

LASISI, D. T. J. et al. Differential effects of total and partial sleep deprivation on salivary
factors in Wistar rats. Archives of oral biology, v. 73, p. 100-104, 2017.



90

LEWIS, J. G. Steroid analysis in saliva: an overview. The Clinical biochemist. Reviews, v.
27, n. 3, p. 139-146, 2006.

LI, X. et al. Urate transporter URAT1 in hyperuricemia: New insights from hyperuricemic
models. Annals of clinical and laboratory science, v. 49, n. 6, p. 756762, 2019.

LIMA, L. A. DE O. et al. Effects of fluoride on submandibular glands of mice: Changes in
oxidative biochemistry, proteomic profile, and genotoxicity. Frontiers in pharmacology, v.
12, p. 715394, 2021.

L@VAS, K.; HUSEBYE, E. S. Salivary cortisol in adrenal diseases. Tidsskrift for den
Norske laegeforening: tidsskrift for praktisk medicin, ny raekke, v. 127, n. 6, p. 730-732,
2007.

MACIEJCZYK, M. et al. Eight-week consumption of high-sucrose diet has a pro-oxidant
effect and alters the function of the salivary glands of rats. Nutrients, v. 10, n. 10, p. 1530,
2018.

MACIEJCZYK, M. et al. Antioxidant defense, oxidative modification, and salivary gland
function in an early phase of cerulein pancreatitis. Oxidative medicine and cellular
longevity, v. 2019, p. 8403578, 2019.

MACIEJCZYK, M. et al. Salivary redox biomarkers in insulin resistance: Preclinical studies
in an animal model. Oxidative medicine and cellular longevity, v. 2021, p. 3734252, 2021.

MIJAILOVIC, N. R.; VESIC, K.; BOROVCANIN, M. M. The influence of serum uric acid
on the brain and cognitive dysfunction. Frontiers in psychiatry, v. 13, p. 828476, 2022.

MAIUOLDO, J. et al. Regulation of uric acid metabolism and excretion. International journal
of cardiology, v. 213, p. 8-14, 2016.

MALAMUD, D. Saliva as a diagnostic fluid. Dental clinics of North America, v. 55, n. 1, p.
159-178, 2011.

MARSH, P. D. et al. Influence of saliva on the oral microbiota. Periodontology 2000, v. 70,
n. 1, p. 80-92, 2016.

MARTIN, L. E. et al. Salivary proteins alter taste-guided behaviors and taste nerve signaling
in rat. Physiology & behavior, v. 184, p. 150-161, 2018.

MARUYAMA, C. L. et al. Comparing human and mouse salivary glands: A practice guide
for salivary researchers. Oral diseases, v. 25, n. 2, p. 403-415, 2019.

MATSUZAKI, K. et al. Daily voluntary exercise enhances pilocarpine-induced saliva
secretion and aquaporin 1 expression in rat submandibular glands. FEBS open bio, v. 8, n. 1,
p. 85-93, 2018.

MELMED, S. et al. Williams textbook of endocrinology. 13. ed. Filadélfia, PA, USA:
Elsevier - Health Sciences Division, 2016.



91

MENDES, A. P. A,; PEREIRA, R. C.; DE ANGELIS-PEREIRA, M. C. Estresse oxidativo e
sistemas antioxidantes: Conceitos fundamentais sob os aspectos da Nutri¢do e da Ciéncia dos
alimentos. Em: Tecnologia de Alimentos: Topicos Fisicos, Quimicos e Bioldgicos -
Volume 2. [s.l.] Editora Cientifica Digital, 2020. p. 296-312.

MORAES, C. D.; SAMPAIO, R. C. Estresse oxidativo e envelhecimento: papel do exercicio
fisico. Motriz: revista de educacao fisica. UNESP, v. 16, n. 2, 2010.

NGAMCHUEA, K. et al. Salivary glutathione in bipolar disorder: A pilot study. Journal of
affective disorders, v. 238, p. 277-280, 2018.

NERY, R. A. et al. Uric acid and tissue repair. Arquivos brasileiros de cirurgia digestiva
[Brazilian archives of digestive surgery], v. 28, n. 4, p. 290-292, 2015.

NOHARA, M. et al. Evaluation of response to restraint stress by salivary corticosterone levels
in adult male mice. The Journal of veterinary medical science, v. 78, n. 5, p. 775-780,
2016.

ONOPIUK, B. et al. Effect of metronidazole on the oxidoreductive processes in the
submandibular and parotid glands in experimental research. Oxidative medicine and cellular
longevity, v. 2018, p. 7083486, 2018.

ONOPIUK, B. M. et al. The beneficial impact of the black chokeberry extract against the
oxidative stress in the sublingual salivary gland of rats intoxicated with cadmium. Oxidative
medicine and cellular longevity, v. 2021, p. 6622245, 2021.

ORIA, R. B.; BRITO, G. A. DE C. Sistema Digestorio: Integracdo Basico-Clinica. [s.1.]
Editora Blucher, 2016.

OSORIO, N. M. et al. Saliva e sadde oral. Revista Portuguesa de Estoma, v. 41, n. 4, p.
195-198, 2000.

OZTURK, L. K. et al. Association between dental-oral health in young adults and salivary
glutathione, lipid peroxidation and sialic acid levels and carbonic anhydrase

activity. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, v. 41, n. 11, p. 956-959,
2008.

PFAFFE, T. et al. Diagnostic potential of saliva: current state and future applications.
Clinical chemistry, v. 57, n. 5, p. 675-687, 2011.

P1ZZINO, G. et al. Oxidative stress: Harms and benefits for human health. Oxidative
medicine and cellular longevity, v. 2017, p. 1-13, 2017.

REED, M. C. et al. A mathematical model of glutathione metabolism. Theoretical biology &
medical modelling, v. 5, n. 1, p. 8, 2008.

RIIS, J. L. et al. The validity, stability, and utility of measuring uric acid in
saliva. Biomarkers in medicine, v. 12, n. 6, p. 583-596, 2018.



92

ROMERO, A. C. et al. Salivary alterations in rats with experimental chronic kidney
disease. PloS one, v. 11, n. 2, p. e0148742, 2016.

ROMERO, A. C.; IBUKI, F. K.; NOGUEIRA, F. N. Sialic acid reduction in the saliva of
streptozotocin induced diabetic rats. Archives of oral biology, v. 57, n. 9, p. 1189-1193,
2012,

ROMERO, M. DEL M. et al. Modulation in Wistar rats of blood corticosterone
compartmentation by sex and a cafeteria diet. PloS one, v. 8, n. 2, p. 57342, 2013.

SAUTIN, Y. Y.; JOHNSON, R. J. Uric acid: the oxidant-antioxidant paradox. Nucleosides,
nucleotides & nucleic acids, v. 27, n. 6, p. 608-619, 2008.

SHARIFI-RAD, M. et al. Lifestyle, oxidative stress, and antioxidants: Back and forth in the
pathophysiology of chronic diseases. Frontiers in physiology, v. 11, p. 694, 2020.

SHEN, Y. et al. Effects of high-intensity interval versus mild-intensity endurance training on
metabolic phenotype and corticosterone response in rats fed a high-fat or control diet. PloS
one,v.12,n. 7, p.e0181684, 2017.

SHIBASAKI, K. et al. Uric acid concentration in saliva and its changes with the patients
receiving treatment for hyperuricemia. Metabolomics: Official journal of the Metabolomic
Society, v. 8, n. 3, p. 484-491, 2012.

SIES, H.; BERNDT, C.; JONES, D. P. Oxidative Stress. Annual Review of Biochemistry, v.
86, p. 715748, 2017.

SILVA, C. T. DA; JASIULIONIS, M. G. Relacdo entre estresse oxidativo, alteragdes
epigenéticas e cancer. Ciencia e cultura, v. 66, n. 1, p. 38-42, 2014.

SOUKUP, M. et al. Salivary uric acid as a noninvasive biomarker of metabolic
syndrome. Diabetology & metabolic syndrome, v. 4, n. 1, p. 14, 2012.

SPIGA, R. et al. Uric acid is associated with inflammatory biomarkers and induces
inflammation via activating the NF-«xB signaling pathway in HepG2 cells. Arteriosclerosis,
thrombosis, and vascular biology, v. 37, n. 6, p. 1241-1249, 2017.

STINCONE, A. et al. The return of metabolism: biochemistry and physiology of the pentose
phosphate pathway. Biological reviews of the Cambridge Philosophical Society, v. 90, n. 3,
p. 927-963, 2015.

SUCKOW, M. A.; WEISBROTH, S. H.; FRANKLIN, C. L. (EDS.). The Laboratory Rat. 2.
ed. San Diego, CA, USA: Academic Press, 2006.

SUN, H.-L. et al. Function of uric acid transporters and their inhibitors in
hyperuricaemia. Frontiers in pharmacology, v. 12, p. 667753, 2021.

TORREGROSSA, A.-M. et al. Induction of salivary proteins modifies measures of both
orosensory and postingestive feedback during exposure to a tannic acid diet. PloS one, v. 9, n.
8, p. €105232, 2014.



93

UARQUIN, D. G. et al. Effect of overcrowding on hair corticosterone concentrations in
juvenile male Wistar rats. Journal of the American Association for Laboratory Animal
Science: JAALAS, v. 55, n. 6, p. 749-755, 2016.

VERNEROVA, A. et al. Non-invasive determination of uric acid in human saliva in the
diagnosis of serious disorders. Clinical chemistry and laboratory medicine, v. 59, n. 5, p.
797-812, 2021.

VISSINK, A. et al. An adaptation of the Lashley cup for use in rat saliva collection. Archives
of oral biology, v. 34, n. 7, p. 577-578, 1989.

WU, G. et al. Glutathione metabolism and its implications for health. The journal of
nutrition, v. 134, n. 3, p. 489-492, 2004.

ZALEWSKA, A. et al. NAC supplementation of hyperglycemic rats prevents the
development of insulin resistance and improves antioxidant status but only alleviates general
and salivary gland oxidative stress. Oxidative medicine and cellular longevity, v. 2020, p.
8831855, 2020.

ZUKOWSKI, P. et al. Effect of N-acetylcysteine on antioxidant defense, oxidative
modification, and salivary gland function in a rat model of insulin resistance. Oxidative
medicine and cellular longevity, v. 2018, p. 1-11, 2018.



ANEXO — Aprovacio do Comité de Etica

S

i g % COMISSAO DE ETICA PARA O CUIDADOEUSO -
UERJ de Biologie

% W & DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS (CEUA) I rug r::'::
5700 ® Sones

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "ACOMPANHAMENTO DA CONCENTRAGCAO
DE ACIDO URICO PLASMATICO E SALIVAR EM MODELO ANIMAL DE PROGRAMAGAO
METABOLICA", registrada com o n® 007/2020, sob a responsabilidade de Gustavo Casimiro
Lopes - que envolve a produgdo, manutengao ou utilizag@o de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA
PARA O CUIDADO E USO DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS (CEUA) do Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes da UERJ, em reunido de 24/11/2020.

Finalidade (__) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigencia da autorizagdo 24/11/2024

Espécie/linhagem/raga Rato Wistar

N® de animais 50

Peso/ldade ate 600 gramas / até 150 dias

Sexo Macho e Femea

Origem Biotério setorial

Rio de Janeiro, 24 de Novembro de 2020.

Prof. Dr. Alex C. Manhdes Profa. Dra. Patricia C. Lisboa
Coordenador Vice-Coordenadora
CEUA/IBRAG/UERJ CEUA/IBRAG/UERJ

http://www.biclogiauerj.com.br/comite-de-etica
ceua.ibrag@yahoo.com.br



