Efeito da sinvastatina em dose
imunossupressora sobre as glandulas
salivares e linfonodos cervicais de
ratos Wistar

Effects of simvastatin at immunosuppressive dose on salivary glands and
cervical lymph nodes of Wistar rats

Dayla Thyeme Higashi
André Machado Xavier”
Solange de Paula Ramos™

Resumo

Objetivo: avaliar a acdo de dose imunossupressora da
sinvastatina, droga utilizada para o controle da hiperco-
lesterolemia, com efeitos pleiotrépicos anti-inflamato-
rios, imunomoduladores e antioxidantes, sobre a morfo-
logia das glandulas salivares maiores e linfonodos cervi-
cais de ratos Wistar. Materiais e método: foram utiliza-
dos 18 ratos Wistar machos divididos em dois grupos, o
grupo controle (Co) (n=6) receberam PBS estéril (i.p), os
animais tratados (T7 e T21) (n=12) receberam sinvastati-
na (10mg/kg, i.p). Os animais foram sacrificados apos 7
(T7, n=6)e 21 (T21, n=6) dias para avaliagdo da morfo-
logia das glandulas parétida, submandibular, sublingual
e linfonodos cervicais, além de analise de hemograma.
Resultados: os grupos T7 e T21 apresentaram acinos em
menor quantidade e com menor drea comparado ao
grupo Co. Os linfonodos apresentaram menor nimero
de centros germinativos por area no grupo T7; o grupo
T21 nao apresentou diferenca em relagdo ao grupo Co.
A analise hematolégica demonstrou linfocitose e neu-
trofilia apenas aos 7 dias. Conclusao: a administracao
de sinvastatina em dose imunossupressora pode causar
alteragoes tardias nas glandulas salivares e alteracoes
transitorias nos linfonodos cervicais, podendo causar
alteracdo da sua atividade funcional e protetora sobre
as estruturas da cavidade oral.

Palavras-chave: Glandulas salivares. Linfonodos. Sin-
vastatina.

Introducao

A saliva é uma mistura complexa e tem um pa-
pel fundamental na manutencio da integridade e
protecao dos tecidos bucais e vias aéreas superiores,
preparacdo do bolo alimentar, degluticdo e falal. A
secrecdo, em sua grande parte, é realizada pelas
glandulas salivares maiores?, que sao formadas por
células acinares e ductos. Os 4cinos da glandula pa-
rétida produzem mais fluido seroso rico em protei-
nas, as gladndulas sublingual e submandibular tem
producéo de fluido mais rico em mucinas® A produ-
céo salivar é controlada pelo sistema nervoso auto-
nomo e muitos farmacos podem a altera-la qualita-
tiva e quantitativamente?, aumentando o risco de
desenvolvimento de lesdes bucais*’. Um estudo em
idosos sugere que as estatinas estdo entre as medi-
cacoes associadas a reducéo do fluxo salivar®.

Linfonodos cervicais fazem parte dos 6rgaos
linfoides periféricos e participam da imunidade
adaptativa, os antigenos sdo apresentados aos lin-
fécitos pelas células apresentadoras de antigenos
e proteinas do maior complexo de histocompatibi-
lidade, iniciando assim a ativacéo de linfécitos e
expanséo clonal®.

As estatinas sio inibidores da 3-hidroxi — 3-me-
tilglutaril coenzima A reductase (HMG-CoA) uma
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enzima que catalisa a produc¢éo do melavonato, o co-
lesterol é um dos produtos desta via e a interrupcéo
da mesma leva a queda dos niveis lipidicos, além
disso, apresenta propriedades anti-inflamatoérias
e imunomoduladoras’. Estudos tém mostrado que
a sinvastatina pode ser usada como agente imu-
nomodulador da agdo inflamatéria, com potenciais
implicag¢des terapéuticas no tratamento de doengas
inflamatérias cronicas®!. A droga apresenta acéo
reduzindo o ténus simpéatico e aumentando a regu-
lagdo parassimpatica'?!®, o que pode potencialmen-
te interferir com a producéo e secrecéo de saliva em
pacientes durante o tratamento.

O objetivo deste trabalho é avaliar o efeito da
sinvastatina, em dose imunossupressora, sobre a
histomorfologia das gladndulas salivares e linfono-
dos cervicais e discutir os efeitos que essas altera-
¢oes podem ter sobre a manutenc¢édo da homeostasia
da cavidade bucal e seus anexos.

Materiais e método

Todos os procedimentos abaixo descritos foram
realizados em conformidade com os Principios Eti-
cos para Pesquisa Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA)
[resolucdo 592 26/06/1992 do Conselho Federal de
Medicina Veterindria e lei n. 9605 (regulada pelo
Decreto n. 3179, 21/12/1999), e aprovado pelo Co-
mité de Etica em Experimentacdo Animal da Uni-
versidade Estadual de Londrina (protocolo CEEA
5/2010 37359). Foram utilizados dezoito ratos Wis-
tar machos, 275 = 24g, obtidos do Biotério Central
da Universidade Estadual de Londrina e mantidos
no biotério de experimentacido animal do departa-
mento de Histologia/CCB/UEL. Os animais foram
alojados em gaiolas plasticas, forradas com marava-
lha e alimentados com racdo normocalérica (Nuvi-
lab® CR1, Nuvital Nutrientes, Colombo, PR, Brasil)
e agua potdavel a vontade. O ambiente foi mantido
a aproximadamente 25°C, em regime de luz/escuri-
d&o de 12 horas.

Os animais foram divididos em 2 grupos. O gru-
po controle (Co) (n=06) recebeu 100ul de PBS estéril
(i.p) durante 5 dias e, os grupos tratados (n=12) re-
ceberam sinvastatina (10mg/kg, i.p) durante 5 dias,
e foram sacrificados no 7° dia (T7, n=06) e no 21°
dia (T21, n=06) de experimentacdo. O sacrificio foi
realizado com administracdo de dose letal de anes-
tésico via intraperitoneal. A dose de 10/mg/kg de
sinvastatina foi escolhida por apresentar a¢éo imu-
nomoduladora e anti-inflamatéria em estudos com
humanos!®,

Para anadlise histolégica as glandulas e os lin-
fonodos do lado direito foram removidos, pesados
e imediatamente fixados em solug¢do fixadora de
formalina tamponada (Ph/7.2) durante 24 horas.
A seguir, o material foi desidratado, diafanizado e
embebido em parafina histolégica. Cortes de 7 pm

RFO, Passo Fundo, v. 20, n. 1, p. 46-51, jan./abr. 2015

foram submetidos a coloracdo de hematoxilina/eosi-
na e analisados em microscopia de luz.

Na analise histomorfométrica das glandulas
salivares, cinco imagens de cada glandula (totali-
zando 90 imagens de cada glandula) foram captu-
radas em 100X de aumento, por meio de sistema de
captura de imagens Moticam (Motic, Xiamen, Chi-
na). Posteriormente as imagens foram analisadas
no software Motic Image Plus 2.0 (Motic, Xiamen,
China). Foram avaliadas a area dos acinos, a orga-
nizacédo morfolégica das células dos acinos e ductos
estriados, a preservacio dos granulos de secrecido
e a presenca de infiltrado inflamatério'*. Imagens
capturadas em 40X de aumento dos linfonodos cer-
vicais foram avaliadas quanto a 4rea cortical, area
paracortical e nimero de centros germinativos, con-
forme critérios adaptados de Elmore!® (2006), foram
analisadas cinco imagens de cada linfonodo.

Sangue foi coletado por puncgédo cardiaca em se-
ringa contendo solucéo anti-coagulante (EDTA 5%).
A anadlise hematolégica foi realizada em analisador
hematolégico automatico (BC 2800 veterinary, Min-
dray Medical, Nanshan, China).

A comparacdo entre os grupos foi realizada
por meio de teste paramétrico (teste t de Student)
quando o teste Barlett ndo apresentou significincia
(P>0.05), ou por estatistica ndo paramétrica (teste
de Mann-Whitney). As diferencas foram considera-
das significativas quando p<0.05.

Resultados

O tratamento com sinvastatina n&o alterou o
peso absoluto dos animais tratados em relacdo ao
grupo controle aos sete dias. O peso relativo da
glandula parétida também néo apresentou diferen-
ca significativa representando cerca de 0,02% do
peso absoluto dos ratos em ambos os grupos (Taba-
bela 1).

Tabela 1 - Peso absoluto dos animais antes do sacrificio no grupo Co,
T7 e T21. Nao houve diferenca significativa no peso entre
o grupo Co e T7. O peso relativo da glandula parétida se
manteve estavel em todos os grupos experimentais

Co T7 T21
Peso total do animal (g)|220,4 + 7,6g | 194,4 + 3,6g | 325.1 = 8.2g
Peso da glandula
. 0.49 £0.04| 0.50+0.03| 0.49 £0.06

parétida (g)
Peso relativo da

R . 0.02 £ 0.002 {0.02 £ 0.001 | 0.02 = 0.001
glandula parétida (%)

As glandulas salivares foram avaliadas quanto
ao ndimero de 4cinos por area (9.10°um?). Foi obser-
vado um numero reduzido de 4cinos nas gldndulas
sublingual, submandibular e parétida no 7% e 21°
dias, em relacdo ao grupo controle (Figura 1). Os
valores apresentaram significAncia apenas referen-
te a glandula submandibular.
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Figura 1 - Ndmero médio (+SD) de acinos por dreas (9.10° um?) de parénquima glandular em parétida, submandibular e sublingual. Teste
ANOVA e teste post hoc de Tukey. *P 0,5.

A area média dos acinos da glandula parétida dos 4cinos das glandulas submandibular e sublin-
foi significativamente maior nos animais do grupo  gual foi maior aos 7 e 21 dias, em relacio ao grupo
T21 em relacdo aos grupos Co e T7. A drea média  controle “P<0,05 e “"P<0,005 (Figura 2).
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Figura 2 - Area obtida de 4cinos presentes por campo analisado (9.105 pm2) em parénquima glandular de parétida, submandibular e sublin-
gual. Teste ANOVA e teste post hoc de Tukey. **P<0,05 e ***P<0,005

Nao foi observada alteracdo nos ductos interca- Os linfonodos cervicais apresentaram acentua-
lares e estriados. O estroma glandular mostra cdp- da diminui¢do da densidade de linfécitos, principal-
sula e septos intactos, sem presenca de infiltrado mente no cértex e paracértex no grupo T7 (Figura 3).
inflamatério e fibrose. Nao foi observada redugéo significante do ntimero

de centros germinativos em T7 e T21 (Figura 3).
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Figura 3 - Ndmero de centros germinativos por campo analisado (9.10° um?) em linfonodo cervical. Teste ANOVA e teste post hoc de Tukey.
*PO,5
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A analise hematolégica aos sete dias de tratamento revelou leucocitose, linfocitose e neutrofilia. Aos
vinte e um dias a analise hematol6gica ndo demonstrou diferencas em relagéo ao grupo controle (Tabela 2).

Tabela 2 - Anélise hematolégica. No 7° dia observou-se leucocitose, linfocitose e neutrofilia (*P0,5; **P<0,05)

Co T7 T21
Leucécitos 11517 £ 1305 26140 + 6090(**) 17040 = 2608
Hemoglobina 14,49 +£0,8 14,38+ 1,2 =07
Hemacias 7,13 +0.06 7,12 +0.49 7,59 £0.68
Hematdcrito 43,33+ 0,57 43,4 + 3,57 40,42 + 1,65
Segmentado 3122+ 529,5 11880 + 4465,4(%) 3441,8 + 6612,4
Linfécitos 7995 £ 618,3 14210 = 2772(*%) 7207 1320
D‘ 5 tema nervoso autondémico e do sistema imune. As
ISCUSSA0

Com base nos resultados observaram-se altera-
¢coes morfolégicas nas trés glandulas salivares dos
animais tratados com dose imunossupressora de
sinvastatina. A acdo protetora da saliva tem sido
utilizada como fonte de investigacdo ndo invasiva
do metabolismo e eliminacdo de muitas drogas,
além de funcionar como um marcador imunitario
sistémico, de acordo com a variacdo da quantidade
de IgA secretora. Porém esta somente recebe aten-
cdo e tratamento quando apresenta alteracdes em
quantidade ou qualidade no fluxo que passam a in-
comodar os pacientes!618,

O ritmo de secrecdo das glandulas maiores é
descontinuo, portanto depende do estado funcio-
nal em que se encontram. Em repouso, apresenta
muitos granulos de secrec¢éo, porém se em ativida-
de apresentara menos granulos. A morfologia dos
acinos pode também indicar o estado de hiper ou
hipoativacdo associado ao efeito de drogas e algu-
mas doencas’!®. A modulacdo da secrecdo salivar é
restrita ao sistema nervoso auténomo, as vias pa-
rassimpaticas eferentes para as glandulas sublin-
gual e submandibular originam-se do nervo facial
por meio do génglio submandibular e a glandula
parétida recebe inervagdo do nervo glossofaringeo
pelo no nervo 6tico!®®. Essas vias regulam a secre-
cdo liquida da saliva pela liberacdo da acetilcolina
(Ach) na superficie das células acinares da glandula
salivar, a secrecdo das macromoléculas esta regula-
da pela noradrenalina, liberadas pelos nervos sim-
paticos (2). Portanto, as glandulas salivares podem
estabelecer sensibilidade a agentes farmacolégicos
autonomicos®2,

As estatinas sfo drogas inibidoras da HGM-CoA
que sdo usadas para controle do colesterol, porém
sabe-se que essas drogas tém muitos efeitos pleio-
trépicos, incluindo a regulacéo da atividade do sis-
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estatinas restauram a fungdo autonémica do siste-
ma cardiovascular na insuficiéncia cardiaca conges-
tiva?? e modulam sua ac¢do em casos de arritmias
ventriculares e atriais pela diminuicdo da atividade
nervosa simpatica?*?. Outros estudos mostram sua
acdo no fluxo simpatico por interferéncia na sintese
de 6xido nitrico?, isso € possivel pela diminuicédo da
prenilacdo de Rho-quinase??%. A influéncia sobre o
sistema auténomo também foi observada em células
da medula adrenal bovina, a administracio de sin-
vastatina induziu a sintese de acetilcolina por meio
da supresséo do fluxo de Na+ e Ca2+2%.

A estimulacdo parassimpéatica aumenta con-
sideravelmente o volume de secre¢ido salivar, isso
deve-se quase que totalmente a formacéo da guano-
sina 3’5" monofosfato ciclico que ocorre nos acinos?’.
A elevada quantidade de guanosina 3’5" monofos-
fato ciclico, que é um mensageiro, leva ao aumento
dos 4cinos, da atividade idonica e do mecanismo de
transporte ativo, o que promove aumento de secre-
cao pelas glandulas?”2°,

No presente estudo observamos que as glandu-
las apds a administracdo da droga apresentaram-se
maiores e em menor nimero por campo, este resulta-
do foi mais acentuado no grupo T21S. Este aumento
de area dos acinos nos sugere que estejam hipertro-
fiados, em funcdo do aumento do sinal parassimpa-
tico. Como j4 foi dito a sinvastatina interfere com o
sistema autondmico, deprimindo o sistema simpati-
co, a modulagéo negativa do sistema simpatico favo-
rece a expressio do sistema parassimpatico, o que
pode levar as glandulas a um aumento da producéo
dos componentes liquidos e i6nicos da saliva. Outros
estudos com drogas que causam interferéncia no sis-
tema autonémico também encontraram influéncias
nas glandulas salivares!?1:3!,

Nos 6rgaos linfoides secundarios os antigenos
sdo apresentados aos linfécitos pelas células apre-
sentadoras de antigenos em conjunto com proteinas
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de classe II do complexo de maior histocompatibili-
dade (MHC) que chegam pela corrente sanguinea.
O reconhecimento, ativacdo e expansédo clonal pe-
los linfécitos é essencial para uma resposta imune
adaptativa eficaz®’.. Sabe-se que a sinvastatina age
sobre o sistema imunolégico inato e adquirido, re-
gulando a ativacdo de neutréfilos, macréfagos, da
resposta imune celular (Th1), humoral (Th2), dimi-
nuindo a migracdo de células T e B para os 6rgdos
linf6ides secundarios (baco, linfonodos) e de leucé-
citos para o sangue periférico, e a apresentacéo de
antigenos via MHC de classe I e I1533-%7,

A migracéo dos linfécitos para os locais de infec-
cao e 6rgaos linfoides secundarios é governada pela
adesdo de moléculas, uma delas é a LFA-1 (antige-
no 1 associado a funcéo do linfécito), esta quando
associada ao ligante ICAM-1 aumenta a adeséo dos
linfécitos a paredes dos vasos®. A sinvastatina au-
menta a quantidade de LFA-1 e, consequentemente,
aumenta a adesdo dos linfécitos a parede das vénu-
las pés-capilates impedindo a migracéo desses®32,

A avaliacio histolégica mostrou diminuigdo do
numero de centros germinativos por area analisa-
da, o que comprova a ag¢do da sinvastatina sobre os
linfonodos, essa diferenca foi maior no grupo T7, a
acdo imunossupressora da droga durou o periodo
de sua administracdo. Também verificamos dimi-
nuicdo da contagem de linfécitos, Schramm et al.®
(2007) observaram que dose consideravelmente alta
de estatinas reduz a celularidade de linfonodos cer-
vicais em camundongos.

No grupo T21 o aspecto é muito semelhante ao
do grupo controle, a sinvastatina é facilmente me-
tabolizada e excretada, e no caso dos linfonodos néo
houve alteracdes morfolégicas tardias decorrentes
da administracéo da droga.

A andlise hematolégica aos sete dias de trata-
mento revelou leucocitose, linfocitose e neutrofilia.
Aos vinte e um dias, a andlise hematolégica néo de-
monstrou diferencas em relagdo ao grupo controle.
Embora a anédlise do hemograma néo tenha demons-
trado alteracdo do ntimero de linfécitos, a presenca
de neutrofilia pode indicar a reteng¢do prolongada
destas células na circulacdo, em fungdo da diminui-
cdo da migracdo de leucécitos para os tecidos?!.

Os anticorpos IgAs liberados na saliva sdo pro-
duzidos principalmente pelos linfonodos cervicais.
Drogas imunossupressoras que promovam altera-
¢oes no recrutamento e ativagdo dos linfécitos T e
B nestes 6rgaos, podem potencialmente reduzir a
quantidade de imunoglobulinas na saliva e aumen-
tar o risco de infec¢oes da cavidade bucal e vias aé-
reas superiores.

Conclusao

Conclui-se que a sinvastatina em dose imunos-
supressora pode provocar alteracdes tardias nas
glandulas salivares, aumentando a densidade dos
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4cinos por area em funcgio de uma possivel modula-
cdo do tonus simpaticoe causa, também, alteracéo
transitéria nos linfonodos cervicais, diminunido o
nimero de centros germinativos e induz leucocito-
se. K necessaria a atencdo imediata do cirurgiio-
-dentista durante o periodo de administra¢do da
droga, pois as alteracoes nos linfonodos locais e pa-
rametros hematolégicos podem predispor os indivi-
duos a infecgoes da cavidade bucal.

Abstract

Objective: to assess the effects of simvastatin, which is
a drug used for the control of hypercholesterolemia and
presents anti-inflammatory, immunomodulatory, and
anti-oxidants effects, on the morphology of major sa-
livary glands and cervical lymph nodes of Wistar rats.
Materials and method: eighteenth male Wistar rats were
divided into two groups: control group (Co) (n=6) recei-
ved sterile PBS (ip), treated group (T7 and T21) (n=12)
received simvastatin (10 mg/kg, ip). The animals were
sacrificed after 7 (T7, n=6) and 21 (T21 n=6) days to as-
sess the morphology of the parotid, submandibular, and
sublingual glands and cervical lymph nodes, in addition
to CBC analysis. Results: T7 and T21 groups showed
fewer and smaller acini, compared to Co group. Lym-
ph nodes presented lower number of germinal centers
per area for group T7, group T21 showed no differences
compared to group Co. Hematological analysis showed
lymphocytosis and neutrophilia only after 7 days. Con-
clusion: the administration of simvastatin at immuno-
suppressive doses may cause late changes in salivary
glands and transient changes in cervical lymph nodes,
which may alter its functional and protective activity on
the structures of the oral cavity.

Keywords: Salivary glands. Lymph nodes. Simvastatin.
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