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Resumo

Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento das células
acinares, ductais e mioepiteliais de glandulas parétidas de ratos sob tratamento
com antidepressivos, benzodiazepinicos e pilocarpina.

Métodos: Cento e cinqlienta ratos machos Wistar foram distribuidos em quinze
grupos. Os grupos controle receberam solugéo salina durante 30 (C30) e 60
dias (C60) e pilocarpina (PILO) durante 60 dias. Os grupos experimentais
receberam fluoxetina (F30), venlafaxina (V30), lorazepam (L30) e midazolam
(D30) durante 30 dias; fluoxetina (FS60), venlafaxina (VS60), lorazepam (LS60)
e midazolam (DS60) associado a salina durante 60 dias, e fluoxetina (FP60),
venlafaxina (VP60), lorazepam (LP60) e midazolam (DP60) associado com
pilocarpina durante 60 dias. Os espécimes das glandulas parétidas foram
processados. A expressao imunoistoquimica da calponina foi avaliada nas
células mioepiteliais e do PCNA nas células acinares e ductais. ANOVA, Tukey
HSD e Games-Howell foram aplicados para detectar diferengas entre os grupos
(p<0,05).

Resultados: O uso crénico de antidepressivos durante 30 dias (F30 e V30)
provocou aumento no numero de células marcadas pela calponina comparado
ao controle (p<0,05). A venlafaxina (V30) provocou aumento no numero de
células marcadas pelo PCNA quando administrada durante 30 dias. Fluoxetina
e pilocarpina (FP60) induziram diminuigdo significativa no numero de células
marcadas pela calponina (p<0,05). Os grupos tratados com lorazepam
mostraram aumento no numero de células marcadas pela calponina
comparados aos controles (p<0,05). O grupo tratado com midazolam e

pilocarpina (MP60) induziu aumento na proliferacdo de células acinares e

vi



ductais e diminuicdo nas células marcadas pela calponina comparado ao grupo
tratado com midazolam e salina (MS60).

Conclusdes: O uso cronico de venlafaxina e fluoxetina durante 30 dias
induziram aumento do numero de células mioepiteliais marcadas pela
calponina. Venlafaxina, fluoxetina e pilocarpina ndo induziram alteragdes na
proliferacdo de células acinares e ductais de glandulas parétidas de ratos
tratados durante 60 dias. As células mioepiteliais mostraram-se mais sensiveis
aos efeitos dos benzodiazepinicos do que as células acinares e ductais nas
glandulas parétidas de ratos.

Palavras-Chave

Antidepressivos; Benzodiazepinicos; Imunoistoquimica; Glandulas salivares

parotidas
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Abstract

Objectives: The aim of this study was to evaluate the effects of antidepressants,
benzodiazepines and pilocarpine on rat parotid glands and on the behavior of
acinar, ductal and myoepithelial cells.

Methods: One hundred and fifty male Wistar rats were allocated to fifteen
groups. Control groups received saline during 30 (C30) and 60 days (C60), and
pilocarpine (PILO) during 60 days. Experimental groups received fluoxetine
(F30), venlafaxine (V30), lorazepam (L30) and midazolam (D30) during 30
days; fluoxetine (FS60), venlafaxine (VS60), lorazepam (LS60) and midazolam
(DS60) associated with saline during 60 days, and fluoxetine (FP60),
venlafaxine (VP60), lorazepam (LP60) and midazolam (DP60) associated with
pilocarpine during 60 days. The immunohistochemical expression of calponin
on myoepithelial cells, and of PCNA on acinar and ductal cells was evaluated.
ANOVA, Tukey HSD and Games-Howell tests were applied to detect
differences among the groups (p<0.05).

Results: Antidepressants chronic use during 30 days induced an increase in the
number of positive staining cells for calponin compared with controls (p<0.05).
Venlafaxine induced an increase in the number of positive staining cells for
PCNA when administered during 30 days. Fluoxetine and pilocarpine (FP60)
induced a significant decrease in the number of positive staining cells for
calponin compared with all groups (p<0.05). Groups treated with lorazepam
showed an increase in the number of positive staining cells for calponin when
compared with controls (p<0.05). Midazolam associated with pilocarpine

(MP60) induced an increase in the proliferation of acinar and ductal cells and a
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decrease in the positive staining cells for calponin compared with midazolam
associated with saline (MS60).

Conclusions: Chronic use of venlafaxine and fluoxetine during 30 days induced
an increase in the number of positive staining cells for calponin. Venlafaxine,
fluoxetine and pilocarpine did not induce changes in the proliferation of acinar
and ductal cells in rat parotid glands treated during 60 days. Myoepithelial cells
showed to be more sensible to the effects of benzodiazepines than acinar and
ductal cells in rat parotid glands.

Key Words:

Antidepressants; Benzodiazepines; Immunohistochemistry; Parotid salivary

glands
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1. Introdugao

A saliva produzida pelas glandulas salivares pode ser modificada por
influéncia de fatores intrinsecos fisioldégicos, como regulacdo neuroldgica,
emocional e hormonal, e de fatores extrinsecos, como radiagdes ionizantes e
medicamentos.” Receptores a, B, Ms e GABA estdo presentes na superficie
das células por varios neurotransmissores, que podem ser alteradas pela
utilizacdo de farmacos psicotropicos.>

A atividade fisiolégica da secregcdo salivar € regulada pelo sistema
nervoso autbnomo simpatico e parassimpatico por meio dos receptores
presentes nas glandulas salivares. A estimulagéo parassimpatica por meio de
acdes da acetilcolina sobre receptores muscarinicos Ms (transmisséo
colinérgica) aumenta a quantidade de saliva secretada e regula a liberagcéo de
agua e eletrolitos. A estimulagédo simpatica por meio de agdes da noradrenalina
sobre receptores a e [-adrenérgicos (transmissdo noradrenérgica) controla
principalmente o contetido das proteinas e ions salivares.?

Pesquisas clinicas e laboratoriais com metodologias distintas tém
demonstrado que farmacos psicotrépicos, tais como antidepressivos e
benzodiazepinicos (BZDs), produzem efeitos adversos sobre o fluxo salivar e
sua composicdo bioguimica e protéica.*® As diferencas dos efeitos adversos
ocorrem em fungdo da farmacocinética e farmacodindmica dos psicotropicos;
estudos com individuos doentes versus voluntarios saudaveis versus
portadores de co-morbidades psiquicas e somaticas versus animais; dose
unica versus administragdo aguda versus administracdo crbnica; meia vida
plasmatica versus duragcdao do estudo; biodisponibilidade das preparacdes

comerciais versus farmacos manipulados e interagdes medicamentosas.’



As diversas classes de antidepressivos possuem agdes anticolinérgicas
de diferentes intensidades. Eles interferem na ligagdo do neurotransmissor
acetilcolina com o receptor muscarinico M3 na fenda sinaptica, resultando em
diminuicdo da secrecdo salivar."? Os BZDs diminuem a secrecéo salivar por
meio de receptores para BZDs presentes nas glandulas salivares e também por
acgdes indiretas do sistema nervoso central sobre as glandulas salivares por
meio de receptores centrais para BZDs.>?

Apesar de estudos bioquimicos, moleculares, histolégicos e clinicos
realizados, o complexo processo de formacdo e secrecao salivar e a inter-
relacdo com drogas psicotrépicas ainda n3o foi totalmente elucidado.>% "2

Em 2006, Grégio et al.® descreveram a presenca de hipertrofia de
células serosas em glandulas parétidas e hipossalivacdo em ratos sob
tratamento crénico com a associacdo de BZDs (Diazepam®) e antidepressivo
(Tryptanol®). Os autores sugeriram que, frente ao uso crénico da associacéo de
psicotropicos, a saliva parecia ser produzida normalmente, no entanto, ela se
mantinha retida no interior das células acinares, o que explicaria a hipertrofia,
e, por mecanismos desconhecidos, ndo era expelida. Foi sugerida uma
possivel inibicdo da atividade das células mioepiteliais, decorrente de
estimulagcdo nervosa, ou diminuigdo no numero destas células para explicar a
hipossalivagdo. As células mioepiteliais sdo células ndo musculares que
exercem fungdes contrateis, contribuindo para o esvaziamento da secrecéo das
unidades secretoras e dos ductos.>"*

Na literatura, ndo ha estudos imunoistoquimicos sobre o comportamento

das células mioepiteliais, acinares e ductais frente a utilizagdo de psicotropicos.



O comportamento de células parenquimatosas tem sido avaliado em processos
patoldgicos inflamatérios, atréficos e proliferativos.’>®

Por varios anos, acreditou-se que as ceélulas parenquimatosas
(mioepiteliais, acinares e ductais) das glandulas salivares desenvolvidas e em
desenvolvimento ndo apresentavam capacidade proliferativa e de renovacéo.
Assim, o crescimento e a reposicao celular eram dependentes de células de
reserva ou de células indiferenciadas presentes em glandulas salivares
normais, que funcionariam como fonte para a renovacgao celular, e da inducao
de tumores, pois s estas teriam condicdes de proliferar.’>*® No entanto,
atualmente, estes conceitos sao refutados, pois células bem diferenciadas,
como as acinares, ductais e as mioepiteliais, sdo facilmente identificadas em
glandulas salivares normais em processos de mitoses. A capacidade
reprodutiva, proliferativa e de renovacao celular destas células foi comprovada
em varios experimentos in vivo de indugao de atrofia glandular apds obstrugéo
e desobstrucdo do ducto excretor principal de glandulas salivares.?%%2

Neste trabalho, o comportamento das células mioepiteliais, acinares e
ductais de ratos sob tratamento crénico com psicotrépicos (antidepressivos e
BZDs) foi avaliado por meio de estudo imunoistoquimico com a utilizagdo de
dois imunorreagentes: o anticorpo contra o antigeno calponina, utilizado para
identificar células mioepiteliais®® e o anticorpo anti—antigeno nuclear de

proliferagdo celular (PCNA), um marcador de proliferacdo celular capaz de

identificar células acinares e ductais em proliferacdo."



2. Artigo 1. Efeitos de antidepressivos e da pilocarpina
sobre glandulas parétidas de ratos. Estudo

imunoistoquimico.



Titulo: Efeitos de antidepressivos e da pilocarpina sobre glandulas parétidas
de ratos. Estudo imunoistoquimico.*

Tatiana Maria Folador Mattioli, DDS, MSc?, Silvana da Silva, DDS, MSc?, Ana
Maria Trindade Grégio, PharmaB, PhD®, Maria Angela Naval Machado, DDS,
PhD®, Paula Cristina Trevilatto, DDS, PhD® Luciana Reis Azevedo-Alanis,

DDS, PhD¢

@ Post-graduate student, School of Dentistry, Pontificia Universidade Catdlica do
Parana
® Titular professor, School of Dentistry, Pontificia Universidade Catdlica do
Parana
¢ Adjunct professor, School of Dentistry, Pontificia Universidade Catodlica do

Parana

Autor correspondente:

Luciana Reis Azevedo-Alanis

Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUCPR)
Po6s-graduagdo em Odontologia

Rua Imaculada Conceicao, 1155 Prado Velho 80215-901
Curitiba, Parana, Brazil

Phone: +55 (41) 3271-2592

Fax: +55 (41) 3271-1405

l.azevedo@pucpr.br

* Artigo formatado nas normas do periédico Oral Surgery, Oral Medicine, Oral

Pathology, Oral Radiology and Endodontology (ver anexo 3).



Resumo

Objetivo: Avaliar o comportamento das células mioepiteliais, acinares e ductais
de glandulas parétidas de ratos sob tratamento com antidepressivos e
pilocarpina.

Métodos: Noventa ratos machos Wistar foram divididos em nove grupos. Os
grupos controle receberam solugao salina durante 30 (C30) e 60 dias (C60) e
pilocarpina (PILO) por 60 dias. Os grupos experimentais receberam fluoxetina
(F30) e venlafaxina (V30) por 30 dias; fluoxetina (FS60) e venlafaxina (VS60)
associado a salina por 60 dias; e fluoxetina (FP60) e venlafaxina (VP60)
associado a pilocarpina por 60 dias. Os espécimes das glandulas parétidas
foram processados. A expressao imunoistoquimica da calponina foi avaliada
nas células mioepiteliais e do PCNA, nas células parenquimatosas. ANOVA,
Tukey HSD e Games-Howell foram aplicados para detectar diferencas entre
grupos (p<0,05).

Resultados: O uso crénico de antidepressivos por 30 dias provocou aumento
no numero de células marcadas pela calponina comparado ao controle
(p<0,05). A venlafaxina (V30) provocou aumento no numero de células
marcadas pelo PCNA. Fluoxetina e pilocarpina (FP60) induziram diminui¢cao
significativa no numero de células marcadas pela calponina (p<0,05).
Conclusdes: O uso crbénico de venlafaxina e fluoxetina durante 30 dias induziu
aumento do numero de células mioepiteliais marcadas pela calponina.
Venlafaxina, fluoxetina e pilocarpina ndo induziram alteragdes na proliferagao
de células acinares e ductais de parétidas de ratos tratados durante 60 dias.
Palavras-Chave

Antidepressivos; Imunoistoquimica; Glandulas salivares parétidas



Abstract

Objectives: To evaluate the effects of antidepressants and pilocarpine on the
behavior of myoepithelial, acinar and ductal cells on rat parotid glands.

Study design: Ninety male Wistar rats were allocated to nine groups. Control
groups received saline during 30 (C30) and 60 days (C60), and pilocarpine
(PILO) during 60 days. Experimental groups were dealt with fluoxetine (F30)
and venlafaxine (V30) during 30 days; fluoxetine (FS60) and venlafaxine (VS60)
associated with saline during 60 days; and fluoxetine (FP60) and venlafaxine
(VP60) associated with pilocarpine during 60 days. Parotid glands specimens
were processed. The immunohistochemical expression of calponin and PCNA
on myoepithelial and parenchymal cells, respectively, was evaluated. ANOVA,
Tukey HSD and Games-Howell tests were applied to detect differences among
the groups (p<0.05).

Results: Antidepressants chronic use during 30 days induced an increase in the
number of positive staining cells for calponin compared with controls (p<0.05).
Venlafaxine used during 30 days (V30) induced an increase in the number of
positive staining cells for PCNA. Fluoxetine and pilocarpine (FP60) induced a
significant decrease in the number of positive staining cells for calponin
compared with all groups (p<0.05).

Conclusions: Chronic use of venlafaxine and fluoxetine during 30 days induced
an increase in the number of positive staining cells for calponin. Venlafaxine,
fluoxetine and pilocarpine did not induce changes in the proliferation of acinar

and ductal cells in rat parotid glands treated during 60 days.
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Antidepressants; immunohistochemistry; parotid salivary glands



Introducgao

A atual geracao de antidepressivos € constituida por farmacos que agem
em um unico neurotransmissor, como os inibidores seletivos de recaptacao de
serotonina (fluoxetina) ou de noradrenalina (reboxetina) ou em multiplos
neurotransmissores (venlafaxina), sem ter como alvo outros sitios receptores
cerebrais ndo relacionados com a depressao, tais como, histamina e
acetilcolina.”™ A venlafaxina é um inibidor seletivo da recaptagao de serotonina
e noradrenalina, e apresenta fraca atividade como inibidor da recaptacédo de
dopamina, clinicamente significativo apenas em doses elevadas.”*® Os atuais
antidepressivos diferem dos classicos antidepressivos triciclicos e dos
inibidores da monoaminoxidase, irreversiveis pela seletividade farmacoldgica,
modificando e atenuando os efeitos colaterais.®

Numa revisao sistematica Cochrane (1966-2004), os efeitos adversos da
fluoxetina (sensagéo de boca seca, tontura e sudorese) foram comparados aos
efeitos adversos dos antidepressivos mais recentes (venlafaxina, reboxetina,
fenelzina, nefazodona) e mostraram-se mais brandos do que os Ultimos.’

Hipossalivagao, xerostomia e alteragdes na composi¢cdo da saliva sao
importantes efeitos colaterais relacionados a utilizacdo de farmacos
psicotrépicos, dentre eles, os antidepressivos.®™ O mecanismo de como
ocorrem estes efeitos colaterais ainda ndo esta totalmente esclarecido, no
entanto, estudos histomorfométricos, sialoquimicos e sialométricos vém
contribuindo para o entendimento dos efeitos citotdoxicos dos psicotropicos nas
glandulas salivares.'*"®
Grégio et al., em 2006," ao estudar o efeito do tratamento crénico da

associacdo de benzodiazepinico (Diazepam®) e antidepressivo (Tryptanol®)



sobre glandulas parétidas de ratos, observaram hipossalivagao e hipertrofia
das células serosas, 0 que sugeriu uma possivel inibicdo da atividade das
células mioepiteliais, decorrente de estimulagdo nervosa, diminuicdo no
numero destas células frente ao uso crénico dos psicotropicos, ou alteracdo no
numero de células acinares e ductais.

As células mioepiteliais, localizadas entre a lamina basal e a membrana
plasmatica de células acinares secretoras e dos ductos intercalados, exercem
funcbes contrateis, contribuindo para o esvaziamento da secregcao das
unidades secretoras e dos ductos.'®'” A calponina é uma proteina presente nas
células mioepiteliais e esta envolvida no sistema de regulagdo da contragao do
musculo liso. '® As células acinares secretoras e ductais séo células epiteliais
com capacidade proliferativa e de renovagao.'®*

O objetivo deste estudo foi analisar o comportamento das células
mioepiteliais e das células acinares e ductais das parétidas de ratos tratados
com fluoxetina e venlafaxina, por meio de imunorreagcdo com a calponina € o
PCNA.

Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Tuiuti do Parana (CEP-UTP n. 55/2003).

A amostra foi constituida por glandulas parétidas de ratos machos, tipo
Rattus norvegicus albinus, Rodentia, mammalia da linhagem Wistar, com peso
aproximado de 250 g, incluidas em blocos de parafina e provenientes do
acervo do laboratério de Patologia Experimental da Pontificia Universidade

Catodlica do Parana (PUCPR). Foram utilizados 90 animais, divididos em nove



grupos, cada grupo constituido por 10 animais. Os animais receberam
diferentes terapéuticas, conforme descrito na Tabela 1."

Cada tissue microarray (TMA) continha 10 amostras de 3 mm de
diametro®*?® de glandulas parétidas de ratos. Foram realizados cortes
microscopicos com 4 ym de espessura e, em seguida, as laminas obtidas
foram submetidas aos testes imunoistoquimicos.

Para a técnica da imunoistoquimica foram utilizados os anticorpos anti-
calponina e anti-PCNA. Ambos foram diluidos com diluente da Dako
(DakoCytomation®; Dako North America, Carpinteria, CA, USA). O anticorpo
secundario utilizado foi EnVision®+Dual Link/Peroxidase (DakoCytomation®) e
para as revelagbes das ligagdes antigeno-anticorpo, utilizou-se o sistema
substrato-cromégeno DAB (DakoCytomation®). As laminas foram contra-
coradas com Hematoxilina de Harris.

Para a marcacdo das células mioepiteliais, foi utilizado o anticorpo
monoclonal contra o antigeno calponina (C) (Dako Corporation, Carpinteria,
CA, USA). As imunorreagdes com a C utilizaram diluigdo do anticorpo em
1:800. Para a marcacdo das células acinares e ductais em proliferacédo, foi
utilizado o anticorpo anti—antigeno nuclear de proliferagdo celular — PCNA
(Dako Corporation). O PCNA é um anticorpo monoclonal que possibilita o
estudo da cinética celular. As imunorreagcées com o PCNA utilizaram dilui¢cdes
do anticorpo em 1:400.

A leitura das laminas foi realizada em microscopio 6Optico OIympus®
BX50 (Olympus Corporation, Ishikawa, Japao), utilizando objetiva de 40X, por
um unico examinador (T.M.F.M.). A expressdo imunoistoquimica da C nas

células mioepiteliais e do PCNA nas células acinares e ductais foi analisada
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verificando-se imagens de 24 campos histolégicos, equivalentes a toda a area
do TMA.

Todos os espécimes estudados exibiram positividade para o anticorpo C,
sendo considerada positiva a célula que exibiu qualquer expressao para a C no
epitélio glandular, representada por cor acastanhada, independente da
intensidade da marcagao, ou seja, o suficiente para diferenciagéo entre as
células positivas e negativas.

Foi avaliada a presenca ou auséncia de marcagao para o anticorpo
PCNA. Considerou-se positiva a célula que exibiu qualquer expressao para o
PCNA no epitélio glandular, representada por cor acastanhada, independente
da intensidade da marcacgéao.

Considerou-se que em cada TMA havia 24 campos histolégicos.
Previamente a contagem do numero de células marcadas pelos anticorpos,
foram verificados quantos campos dentre os 24 eram possiveis de serem
avaliados. Para isso, foi levada em consideragéo a integridade e a qualidade do
tecido, e a presenca de artefatos de técnica. Apos a avaliagao dos 24 campos
histologicos de todos os TMA, foram obtidos os indices numéricos das células
marcadas positivamente para a C e para o PCNA.

Para determinar o valor médio do numero de células marcadas pela C e
pelo PCNA de cada TMA, foi realizado o seguinte calculo: valor médio de
células marcadas no TMA foi igual @ soma do numero de células marcadas em
cada campo avaliado, dividido pelo numero de campos avaliados. Apds a
obtencéo do valor médio de cada TMA, os mesmos foram somados e divididos
por 10 (equivalente ao numero total de TMA) e, assim, foi obtido o valor médio

de células marcadas de cada grupo.
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Além das variaveis C e PCNA, foram utilizados neste trabalho, os valores
médios das variaveis fluxo salivar estimulado (FSE) e volume celular (VC),
obtidos do trabalho de Da Silva et al., 2009 (Tabela 2 e 3). Uma vez que
ambos os trabalhos estudaram a mesma amostra, foram comparados os
achados do FSE e do VC com os resultados da marcacdo imunoistoquimica
pela C e PCNA.

Analise Estatistica

Os resultados foram analisados por meio do software SPSS verséo 15.0
para Windows. A normalidade das variaveis e a homogeneidade de variancias
foram analisadas pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e de Levene,
respectivamente.

Para os grupos que apresentaram distribuigdo normal, foi utilizado o
teste de Anova a 01 critério. Quando Anova a 01 critério acusou diferencas
entre as médias dos grupos e tratamento, utilizou-se o teste de comparagdes
multiplas de Tukey HSD para as variaveis que apresentaram homogeneidade
de variancias entre os grupos. Para as variaveis que nao apresentaram
homogeneidade de variancias entre os grupos, utilizou-se o teste de Games-
Howell.

Todos os testes estatisticos foram realizados com nivel de significancia
de 5% (p<0,05).

Resultados

Dos nove grupos avaliados, trés (C30, F30, V30) receberam tratamento

durante 30 dias, enquanto os outros seis grupos (C60, Pilo, FS60, VS60, FP60,

VP60) foram tratados por 60 dias. As variaveis analisadas foram a expressao

12



do anticorpo anti-calponina (C) e a expressao do anti — PCNA (PCNA), as quais
foram comparadas as variaveis VC e FSE."®
Grupos tratados por 30 dias

A Tabela 2 mostra os valores médios, desvio padrao e valor p das
variaveis estudadas segundo os grupos tratados por 30 dias (C30, F30 e V30).
Houve diferenga estatistica significante entre os grupos tratados por 30 dias
para as variaveis FSE, VC, PCNA e C (p<0,05).

Para FSE, houve diferenca significante entre C30 e F30 (p=0,0007) e,
C30 e V30 (p=0,0250). O grupo C30 apresentou o maior valor médio de FSE
comparado aos grupos F30 e V30.

Para C, houve diferenga significante entre os grupos C30 e F30
(p=0,0066) e, C30 e V30 (p=0,0086). Os maiores valores médios de C foram
observados nos grupos F30 e V30, comparado ao C30.

Para PCNA, houve diferenga estatistica significante entre os grupos F30
e V30 (p=0,0006) e, V30 e C30 (p=0,0001), sendo o menor valor médio de
PCNA no grupo C30 e o maior no grupo V30.

Os valores médios de VC foram maiores nos grupos F30 e V30
comparados ao C30 (p<0,05).

Grupos tratados por 60 dias

A Tabela 3 mostra os valores das médias, desvio padrao e valor p das
variaveis estudadas de acordo com os grupos tratados por 60 dias (C60, PILO,
FS60, VS60, FP60 e VP60).

Houve diferengas estatisticas significantes entre os grupos tratados por

60 dias para as variaveis VC, FSE e C (p<0,05).
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Para FSE, houve diferenca significante entre os grupos PILO e VS60
(p=0,0047), PILO e FP60 (p=0,0451), VS60 e VP60 (p=0,0214). O menor valor
médio do FSE foi no grupo VS60 e o maior no grupo PILO.

Houve diferenga significante para C entre os grupos PILO e FP60
(p=0,0009), FS60 e FP60 (p=0,0006), FS60 e C60 (p=0,0258), VS60 e FP60
(p=0,0000), VP60 e FP60 (p=0,0025), FP60 e C60 (p=0,0156). O maior valor
médio de C foi no grupo FS60 e o menor foi no grupo FP60.

Para VC, o grupo PILO obteve o menor valor médio e o grupo VP60, o
maior valor médio (p<0,05).

As Figuras 1-4 ilustram fotomicrografias de glandulas parétidas de ratos
de grupos controles e experimentais.

Discussao

A acgdo anticolinérgica das drogas psicotropicas ainda nao esta
totalmente esclarecida. Varias sdo as sugestdes sobre o papel farmacoldgico
dos farmacos que agem no sistema nervoso central atuando sobre as
glandulas salivares. As tentativas para esclarecer o efeito xerostémico destes
farmacos possuem grande valor cientifico, tanto para elucidar o efeito fisio-
farmacologico, como também para acrescentar beneficios aos pacientes
usuarios destes farmacos.

O uso crénico de fluoxetina e venlafaxina por 30 dias provocou reducao
do FSE em ratos, aumento do VC e aumento do numero de células
mioepiteliais. A venlafaxina foi ainda responsavel pelo aumento da proliferacao
de células acinares e ductais nas glandulas parétidas.

Quando administrada em associagao com a venlafaxina durante 60 dias,

a pilocarpina foi capaz de restabelecer o FSE normal de ratos. O numero de
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células mioepiteliais manteve-se estavel nas glandulas parétidas de ratos
tratados durante 60 dias com venlafaxina associada a salina e a pilocarpina.
Quando administrada em associagdo com a fluoxetina durante 60 dias, a
pilocarpina nao alterou o FSE e provocou uma severa diminuicdo do numero de
células mioepiteliais de glandulas parétidas de ratos.

O tratamento cronico com fluoxetina e venlafaxina durante 30 e 60 dias
provocou redugao do FSE de ratos. Nos grupos tratados por 30 dias, a redugao
do FSE foi mais intensa do que nos grupos tratados por 60 dias. Nestes,
apesar de existir redugdo do FSE (FS60 - 0,036 mL/min e VS60 - 0,020
mL/min) quando comparados ao grupo controle (0,052 mL/min), a utilizagcado
crbnica dos medicamentos nao foi responsavel por alteracbes estatisticas
significativas do FSE. Diante desses resultados, trés pontos principais devem
ser discutidos: os mecanismos de acdo da medicagao sobre o sistema nervoso
central, a adaptacao fisiolégica frente ao uso de psicotrépicos e a alteragao de
sensibilidade dos receptores no uso cronico dos psicofarmacos.

A fluoxetina e a venlafaxina tem ac&o anticolinérgica de diferentes
intensidades. A fluoxetina, por ser um inibidor seletivo da recaptagdo de
serotonina, provoca maior disponibilidade de serotonina na fenda sinaptica
alterando a ligagdo da acetilcolina com os receptores muscarinicos (M3)
presentes nas glandulas salivares e, assim, diminui a quantidade de saliva
secretada. A venlafaxina é um antidepressivo atipico, atuando ora como
inibidor da recaptagcdo da serotonina, ora da noradrenalina, ou ainda de
dopamina."’ Nao apresenta afinidade por receptores adrenérgicos a-1,
receptores muscarinicos M3 ou histaminicos.” Conseqiientemente, sua agao

torna-se imprevisivel pela pluralidade de mediadores em que pode atuar,
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variando desde diminuicdo da quantidade de saliva secretada até alteragdes na
composicdo da saliva.”>®' A medicacdo antidepressiva parece n3o impedir a
producao da saliva, mas interferir na ligagdo do mediador quimico (acetilcolina)
com o receptor (M3). Desta forma, a saliva seria produzida, mas n&o
conseguiria ser excretada.’> O aumento do VC das glandulas parétidas de ratos
que receberam antidepressivos por 30 dias (grupos F30 e V30) comparados ao
grupo controle (C30) representa uma hipertrofia de células acinares e ductais e
reforca esta afirmacao. A hipertrofia de células serosas, caracterizada por um
alargamento das células acinares e acumulo de granulos de secregao, ja foi
relatada anteriormente em uso crénico de psicotropicos.'#

O presente estudo comprovou o efeito anticolinérgico da fluoxetina e da
venlafaxina quando administradas de forma crénica durante 30 dias. Quando o
tratamento estendeu-se por 60 dias, a redugdo do FSE nao foi significativa
comparada ao controle. Sabe-se que a utilizagdo prolongada de drogas
psicotrépicas é responsavel por alteracdo na sensibilidade de receptores.?” Os
efeitos terapéuticos e colaterais de uma droga diminuem gradualmente quando
administrada de modo continuo ou repetidamente, podendo ocasionar
dessensibilizagéo, resisténcia ou tolerancia a droga. A adaptacao fisiolégica
também pode ocorrer, assim € comum observar que muitos efeitos colaterais
de farmacos tendem a diminuir com o tempo de administracdo, apesar do uso
continuo da droga.?” De tal modo sugere-se que a reducdo mais branda do
FSE em ratos tratados durante 60 dias pode ser decorrente dos efeitos de
tolerancia ou de adaptabilidade dos psicotrépicos.

A auséncia de diferenga significante no FSE entre os grupos C60, FS60

e VS60 sugere que houve um restabelecimento do FSE normal dos ratos 30
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dias apds a suspensao da medicagao (Tabela 3). No entanto, estes dados
devem ser analisados com cautela, uma vez que a redugao de FSE de mais de
50% traz consequéncias clinicas deletérias relevantes (C60 — 0,052 mL/min;
VS60 — 0,020 mL/min).

A diminuicdo do FSE em ratos sob tratamento crénico com fluoxetina
ainda pode ser consequéncia indireta da acdo da serotonina nos receptores
5HT presentes na microcirculacéo periférica. Pelo fato da fluoxetina aumentar a
disponibilidade de serotonina, esta pode se ligar aos receptores 5HT alterando
o fluxo sanguineo das glandulas salivares e, consequentemente, a quantidade
e a composicado do fluxo salivar.?®

No presente estudo, a pilocarpina apresentou efeito secretagogo
significante, comprovando sua capacidade agonista colinérgica, corroborando
os achados de Davies & Shorthose.?® A pilocarpina ocasionou um aumento do
FSE, mostrando-se eficiente no tratamento da hipossalivagao provocada pela
venlafaxina (grupos VS60 e VP60). Por outro lado, quando a pilocarpina foi
associada a fluoxetina (grupo FP60), ndo houve aumento do FSE quando
comparado ao grupo que nao recebeu pilocarpina (grupo FS60 — Tabela 3). A
pilocarpina € um agente parassimpatomimético que age como agonista dos
receptores muscarinicos de modo nao-seletivo, com atividade B-adrenérgica e
excrecdo renal.*®3' Desta maneira, a pilocarpina promove estimulagdo das
glandulas exdcrinas e, consequentemente, secregdo salivar, sendo eficiente
nos pacientes sem destrui¢do grave do parénquima glandular.30

No presente estudo, tanto a fluoxetina como a venlafaxina, quando
administradas durante 30 dias, provocaram aumento do numero de células

mioepiteliais nas glandulas pardétidas de ratos. Estes resultados s&o contrarios
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as consideracdes de Grégio et al.,"? que sugeriram uma possivel diminuicdo do
numero de células mioepiteliais para explicar a hipossalivacao e a hipertrofia de
células mucosas observados no tratamento crénico de ratos com
benzodiazepinico e antidepressivo. Vale especular que, numa atividade
compensatéria do déficit de saliva, o organismo, na tentativa de aumentar a
atividade das células mioepiteliais para expulsar a saliva retida, induziria um
aumento do numero destas células, para que elas, em sua funcdo de
contratilidade, auxiliassem a liberagao da saliva retida. As células mioepiteliais
aceleram o fluxo de saida inicial da saliva, promovendo um efeito de ordenha
de qualquer fluido extracelular adjacente. Os dendritos das células mioepiteliais
dobram-se ao redor do sistema de ductos e servem para comprimir as células
acinares e ductais.'®"

As células parenquimatosas (acinares, mioepiteliais e ductais) possuem
potencial proliferativo de manutencdo e regeneragdo da populagcéo celular
parenquimatosa adulta em glandulas normais e capacidade proliferativa
quando submetidas a injurias fisicas, tais como, obstrucéo ductal.'®%%33

Na literatura, ndo ha estudos imunoistoquimicos sobre o comportamento
das células mioepiteliais, acinares e ductais frente a utilizacdo de
psicofarmacos. Ha relatos de estudos imunoistoquimicos sobre a capacidade
proliferativa das células parenquimatosas em atrofia glandular induzida.'®#22%33
Uma analise comparativa entre o presente trabalho e os estudos sobre atrofia
glandular induzida pode ser estabelecida. No modelo animal, em que foi
provocada a atrofia do ducto principal da gléandula parétida, mesmo apds a

atrofia induzida, a glandula continuou a produzir saliva, no entanto, esta saliva

nao era excretada por causa da obstrucdo mecanica (fisica) do ducto excretor
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principal. No modelo animal tratado cronicamente com antidepressivos,
sugerimos que a saliva continua a ser produzida, mas devido a interferéncias
neuroquimicas dos psicotropicos, ela ndo é secretada. Em ambos os modelos
animais submetidos a injurias (fisicas e neuroquimicas), houve aumento
significativo do nimero de células mioepiteliais.?*%>3*

Quando o comportamento das células mioepiteliais foi analisado nos
grupos tratados durante 60 dias, houve uma diminuicdo severa do numero de
células mioepiteliais no grupo tratado com fluoxetina e pilocarpina (FP60) e
uma semelhangca no numero de células mioepiteliais no grupo tratado com
venlafaxina e pilocarpina (VP60) comparados ao controle (C60 — Tabela 3). Isto
pode ter sido consequéncia de um sinergismo farmacologico ou de uma
interacdo farmacodinamica entre fluoxetina e pilocarpina, e venlafaxina e
pilocarpina. E sabido que as diferentes classes de antidepressivos apresentam
efeitos anticolinérgicos em graus variados® e que a associacdo de duas drogas
pode resultar em sinergismo farmacologico, em que o efeito combinado das
duas substancias mostra-se maior que a soma de cada um isoladamente.*® Por
outro lado, as interagdes farmacodinamicas resultam da acdo dos farmacos
envolvidos no mesmo receptor. Um farmaco pode aumentar o efeito do
agonista por estimular a receptividade de seu receptor celular ou inibir enzimas
que o inativam no local de agdo. A diminuicdo de efeito pode dever-se a
competi¢do pelo mesmo receptor, tendo o antagonista maior afinidade.®

Uma vez que a calponina ndo € um marcador de proliferagcao celular, o
presente estudo determinou o indice numérico das células marcadas
positivamente para a calponina, a qual identifica especificamente as células

mioepiteliais no parénquima glandular. Pela metodologia empregada, nao foi
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possivel inferir diretamente a proliferagéo celular, mas é possivel sugerir que
exista alteragdo na taxa de proliferacdo de células mioepiteliais nos grupos
estudados.

Neste estudo, para os grupos tratados durante 30 dias, a venlafaxina
(grupo V30) foi capaz de induzir aumento na proliferagdo de células acinares e
ductais comparado a salina (grupo controle). Na tentativa de compensar a
reducao significativa do FSE no uso crénico de venlafaxina (V30), é possivel
que ocorressem mitoses para a formagao de novos acinos e ductos (Tabela 2).
A intensa capacidade proliferativa das células acinares e ductais ja foi relatada
em trabalhos com atrofia glandular induzida por obstrucdo.”® Além disso, o
grupo V30 apresentou o mais alto valor médio de VC, diferente do grupo
controle (C30), sugerindo a presenca de hipertrofia celular. Vale ressaltar que
para cada célula ha um tamanho critico acima do qual o estimulo para
hipertrofia deixa de provocar reacdes adaptativas e a célula entra em mitose
para compensar o excesso de citoplasma.*® Acreditamos que a intensa
capacidade proliferativa das células acinares e ductais e a presenca de
hipertrofia celular tenham contribuido para o aumento do numero médio de
células marcadas pelo PCNA no grupo V30.

Para os grupos tratados durante 60 dias, ndo houve diferenga
significante para o PCNA. De uma maneira geral, os antidepressivos né&o
ocasionaram agressodes significativas em células acinares e ductais. Acredita-
se que o potencial proliferativo observado nestas células faz parte da
manutencgao e regeneragao da populagao celular parenquimatosa adulta.

Os modelos experimentais em ratos apresentam algumas limitagées; no

entanto, a simulacdo de doencgas e/ou terapéutica em modelos animais é de
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grande importancia para se tentar estabelecer o progndstico das doengas e
analisar os efeitos colaterais de farmacos.
Conclusao

A utilizacdo crénica da fluoxetina e da venlafaxina durante 30 dias
mostrou-se capaz de induzir aumento do numero de células mioepiteliais em
glandulas parétidas de ratos. A venlafaxina administrada durante 30 dias
provocou aumento da proliferagao de células acinares e ductais. A venlafaxina,
a fluoxetina e a pilocarpina ndo provocaram alteracbes na proliferagao de
células acinares e ductais quando administradas por 60 dias.
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Tabela 1 - Divisdo dos grupos controles e experimentais de acordo com a

medicacao, periodo de tratamento, dose e via de administracao.

Grupos N Farmaco Periodo de tratamento Dose Via de Administragcao
1- C30 10 Salina 1-30 dias 0,1 mL Intraperitoneal
2-C60 10 Salina 1-60 dias 0,1 mL Intraperitoneal
3-PILO 10 Pilocarpina1 1-60 dias 0,05 mL Topica
4- F30 10 Fluoxetina® 1-30 dias 20 mg/kg Intramuscular
5- V30 10 Venlafaxina® 1-30 dias 40 mg/kg Intramuscular
6- FS60 10 Fluoxetina 1-30 dias 20 mg/kg Intramuscular
Salina 31-60 dias 0,1 mL Intraperitoneal
7- VS60 10 Venlafaxina 1-30 dias 40 mg/kg Intramuscular
Salina 31-60 dias 0,1 mL Intraperitoneal
8- FP60 10 Fluoxetina 1-30 dias 20 mg/kg Intramuscular
Fluoxetina + Pilocarpina  31-60 dias 20 mg/kg e 0,05 mL Intramuscular e Tépica
9- VP60 10 Venlafaxina 1-30 dias 40 mg/kg Intramuscular

Venlafaxina + Pilocarpina 31-60 dias

40 mg/kg e 0,05 mL

Intramuscular e Topica

N: tamanho da amostra

1.

(Gerbras Quimica e Farmacéutica Ltda., Sdo Paulo, Brasil)

2.

Farmacéutica Ltda., Campinas, Brasil)

Gel em ora base preparado com 1% de hidrocloridrato de pilocarpina

Solugédo injetavel de Fluoxetina (lote 20040625, Galena Quimica e

% Solucdo injetavel de Venlafaxina (lote D/VN/002/02, Galena Quimica e

Farmacéutica Ltda., Campinas, Brasil)
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Tabela 2 — Valores médios, desvio padrao e valor p das variaveis estudadas
segundo os grupos tratados por 30 dias com salina (C30), fluoxetina (F30) e

venlafaxina (V30).

Grupos C30 F30 V30

X DP X DP X DP Valor p

FSE (mL/min)® 0,051 + 0,026 2° 0,014 + 0,006 2 0,026 + 0,022° 0,001*
VC (mm?)° 6965,683 + 3792,951% 10384,311 + 4869,539% 11945,027 + 7891,179° 0,000*
PCNA 55,8 + 14,382 2 59,4 + 16,900 ° 89,5 + 16,400 2° 0,000*

C 13,9 + 2,644 2° 20+4,216° 19,8 + 5,007 ° 0,003*

®: Valores obtidos do trabalho de Da Silva et al (2009)"°

FSE (mL/min): Fluxo salivar estimulado em mililitros por minuto

VC (mm?®): Volume celular em milimetros clbicos

PCNA: Anticorpo anti—antigeno nuclear de proliferacéo celular

C: Anticorpo contra antigeno calponina

X: média

DP: desvio padrao

p: valor p de ANOVA

Letras iguais representam diferenga estatistica significante entre grupos.

* diferenga estatistica (p<0,05)
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Tabela 3 — Valores médios, desvio padrao e valor p das variaveis estudadas
segundo os grupos tratados com pilocarpina (PILO), salina (C60), fluoxetina e
salina (FS60), venlafaxina e salina (VS60), fluoxetina associada a pilocarpina

(FP60) e venlafaxina associada a pilocarpina (VP60).

Grupos C60 PILO FS60 VS60 FP60 VP60
X DP X DP X DP X DP X DP X DP Valor p
FSE(mL/min)® 0,052£0,029 0,067 +0,028*" 0,036 £ 0,017 0,020 + 0,004 °° 0,034 +0,014° 0,055+ 0,026 ° 0,000*
VC (mm®)° 6505,564+ 5825,418 + 6809,347 + 7525112 + 7519,797 + 10194,315 + 0,000*
3343,475° 1968,070% 3189,246° 3196,085% 4272,808" 4456,345"%
PCNA 50+17,531 46,8 + 13,506 36,7 + 16,687 52,5+ 18,710 52 + 17,153 43,6 £ 18,007 0,296™
c 13,6 +4,789°% 22,1+7,385° 24,2 +7,955 °° 19,7+4,322% 71,563 2% 18,2 + 6,250 ° 0,000*

®: Valores obtidos do trabalho de Da Silva et al (2009)°

FSE (mL/min.): Fluxo salivar estimulado em mililitros por minuto

VC: Volume celular em milimetros cubicos

PCNA: Anticorpo anti—antigeno nuclear de proliferagao celular

C: Anticorpo contra antigeno calponina

X: média

DP: desvio padrao

p: valor p de ANOVA

Letras iguais representam diferenca estatistica significante entre grupos.
* diferenca estatistica (p<0,05)

" - nao significante
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Legenda das figuras

Figura 1: Parénquima de glandula parotida de rato exibindo nucleos de células
acinares marcados com o anticorpo anti-antigeno nuclear de proliferagéo
celular (PCNA). (Grupo FP60; aumento original 400 X)

Figura 2: Parénquima de glandula parétida de rato mostrando desorganizagao
e nucleos de células acinares marcados com anticorpo anti-antigeno nuclear de
proliferagéo celular (PCNA). (Grupo VP60; aumento original 400 X)

Figura 3: Parénquima normal de glandula parétida de rato exibindo células
mioepiteliais marcadas pelo anticorpo contra o antigeno calponina ao redor dos
acinos. (Grupo C30, aumento original 400 X)

Figura 4: Parénquima de glandula parétida de rato mostrando positividade de
células mioepiteliais para o anticorpo contra o antigeno calponina, dispostas na

periferia dos acinos. (Grupo V30, aumento original 400 X)
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Abstract

Objectives: To evaluate the effects of antidepressants and pilocarpine on the
behavior of myoepithelial, acinar and ductal cells on rat parotid glands.

Study design: Ninety male Wistar rats were allocated to nine groups. Control
groups received saline during 30 (C30) and 60 days (C60), and pilocarpine
(PILO) during 60 days. Experimental groups were dealt with fluoxetine (F30)
and venlafaxine (V30) during 30 days; fluoxetine (FS60) and venlafaxine (VS60)
associated with saline during 60 days; and fluoxetine (FP60) and venlafaxine
(VP60) associated with pilocarpine during 60 days. Parotid glands specimens
were processed. The immunohistochemical expression of calponin and PCNA
on myoepithelial and parenchymal cells, respectively, was evaluated. ANOVA,
Tukey HSD and Games-Howell tests were applied to detect differences among
the groups (p<0.05).

Results: Antidepressants chronic use during 30 days induced an increase in the
number of positive staining cells for calponin compared with controls (p<0.05).
Venlafaxine used during 30 days (V30) induced an increase in the number of
positive staining cells for PCNA. Fluoxetine and pilocarpine (FP60) induced a
significant decrease in the number of positive staining cells for calponin
compared with all groups (p<0.05).

Conclusions: Chronic use of venlafaxine and fluoxetine during 30 days induced
an increase in the number of positive staining cells for calponin. Venlafaxine,
fluoxetine and pilocarpine did not induce changes in the proliferation of acinar

and ductal cells in rat parotid glands treated during 60 days.

Key Words

Antidepressants; immunohistochemistry; parotid salivary glands
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Introduction

The current generation of antidepressants is composed by drugs which
act in only one neurotransmitter, such as the serotonin (fluoxetine) or the
noradrenaline (reboxetine) selective reuptake inhibitors, or they act in multiple
neurotransmitters (venlafaxine), without targeting other cerebral receptors not
related with depression, such as histamine and acetylcoline.' Venlafaxine is a
serotonin and noradrenalin selective reuptake inhibitor, and it exerts a weak
activity as a dopamine selective reuptake inhibitor, which is of clinical
significance only in high doses."*® The current antidepressants differ from the
classic tricyclic antidepressants and from the monoaminoxydase inhibitors,
irreversible due to pharmacological selectivity, modifying and lessening side
effects.®

In a Cochrane systematic review (1966-2004), the adverse effects of
fluoxetine (dry mouth sensation, dizziness and sudoresis) were compared with
the adverse effects of the most recent antidepressants (venlafaxine, reboxetine,
phenelzine, nefazodone) and they have shown to be less pronounced than in
the latters.’

Hyposalivation, xerostomia and alterations in the saliva composition are
important side effects related to the use of psychotropic medication, including
the antidepressants.®'* The mechanism in which these side effects take place
has still not been completely clarified; however, histomorphometric and
gravimetric studies have been contributing to a better understanding of the
cytotoxic effects of psychotropic drugs on the salivary glands.'®"®
Grégio et al. 2006,' when studying the effects of the chronic use of the

association of a benzodiazepinic (Diazepam®) and an antidepressant
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(Tryptanol®) on parotid glands of rats, could observe hyposalivation and
hypertrophy of serous cells, which suggested a possible inhibition of the activity
of the myoepithelial cells, originating from nervous stimulation, a decrease in
the number of such cells with the chronic use of psychotropic drugs, or an
alteration in the number of acinar and ductal cells."

The myoepithelial cells, located between the basal lamina and the
plasmatic membrane in acinar cells and intercalated ducts, are non-muscular
cells that exert contractile functions, contributing to empty the secretion from the
secretory units and from the ducts.’®' Calponin is a protein located in
myoepithelial cells that is involved in the regulatory system of smooth muscles
contraction.” Acinar and ductal cells are epithelial cells with proliferative
potential for maintenance and regeneration.'®?

The aim of this study was to evaluate the behavior of myoepithelial,
acinar and ductal cells of parotid glands of rats treated with fluoxetine and
venlafaxine, through immunoreactions with calponin and anti-proliferating cell
nuclear anti-antigen.

Methods

This study was approved by the Research Ethics Committee at
Universidade Tuiuti do Parana (CEP-UTP n. 55/2003).

The sample was composed of parotid glands from male Wistar rats,
Rattus norvegicus albinus, Rodentia, mammalian, with an approximate weight
of 250 g, included in paraffin blocks from Laboratério de Patologia
Experimental, Pontificia Universidade Catdlica do Parana. Ninety animals were
allocated to nine groups, each group composed of 10 animals. The animals

received different treatments, as described on Table 1.1°

37



Each tissue microarray (TMA) contained 10 samples which ones have 3
mm of diameter®*? of parotid glands.

The slides were manufactured with 4 um thickness cuts, and thereafter
underwent the immunohistochemistry process.

For immunohistochemical, anti-calponin and anti-proliferating cell nuclear
anti-antigen were used. Both antibodies were diluted (DakoCytomation®; Dako
North America, Carpinteria, CA, USA). The secondary antibody was
EnVision®+Dual Link/Peroxydase (DakoCytomation® Dako North America,
Carpinteria, CA, USA) and to reveal the antigen-antibodies reactions, DAB
substrate-chromogen system (DakoCytomation®; Dako North America,
Carpinteria, CA, USA) was used. The slides were counter-stained with Harris
hematoxylin.

For myoepithelial cell staining, the monoclonal antibody anti-calponin (C)
(Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA) was used. The immunoreactions with
C used antibody dilution in 1:800. For acinar and ductal cells in proliferation
staining, the anti-proliferating cell nuclear anti-antigen — PCNA was used
(Dako®). PCNA is a monoclonal antibody that allows the study of cell kinetic.
The immunoreactions with PCNA used antibody dilution in 1:400.

The reading of the slides was carried out in a Olympus® BX50 optical
microscope (Olympus Corporation, Ishikawa, Japan), using 40X objective, by
only one examiner (T.M.F.M.). The immunohistochemical expression of C in
myoepithelial cells and of PCNA in acinar and ductal cells was analyzed by
means of interpreting images from 24 histological fields, equivalent to the entire

TMA area.
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All the specimens showed positive staining cells for antibody C,
considering positive the cell that exhibited any expression for C in the glandular
epithelium, represented by a brownish staining, independently from the intensity
of the staining, and enough to differentiate between positive and negative cells.

The presence or absence of PCNA antibody staining was evaluated.
Cells which exhibited any expression for PCNA in the glandular epithelium were
considered positive, represented by a brownish staining, regardless of staining
intensity.

It was considered that in each TMA there were 24 histological fields.
Previous to counting the number of staining cells for the antibodies, it was
verified how many fields out of 24 could be evaluated. Therefore, the integrity
and quality of the tissue, and the presence of technical artifacts were taken in
consideration. After evaluating the 24 histological fields of all TMA, the numeric
indexes for the positive staining cells for C and for PCNA were obtained.

To determine the average value of staining cells for C and PCNA from
each TMA, the following calculation was made: the average value of staining
cells in a TMA was represented by the sum of the number of staining cells for
the antibody in each evaluated field, divided by the number of evaluated fields.
After obtaining the average value for each TMA, they were added and divided
by 10 (equivalent to the total amount of TMA) and thus, the average value of
staining cells for each group was obtained.

Besides the C and PCNA variables, this study also used the average
values for stimulated salivary flow rate (SSFR) and cellular volume (CV),

obtained from the study by Da Silva et al. (2009)." Because both investigations
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studied the same sample, the SSFR and CV findings were compared with
immunohistochemical staining results from C and PCNA.
Statistical Analysis

The data were analysed using SPSS software version 15.0 for Windows.
Normality analysis was performed using the Kolmogorov-Smirnov test, and the
Levene test was used to analyse variance homogeneity.

For the groups presenting a normal distribution, the Anova test at 01
criterion was performed. When the Anova at 01 criterion showed difference
among the average numbers of the groups and treatment, the Tukey HSD
multiple comparison test was used for the variables which presented variance
homogeneity among the groups. For the variables which did not present
variance homogeneity, the Games-Howell test was used.

The level of significance for all the statistical tests was set at 5 %
(p<0.05).

Results

Three out of nine groups evaluated (C30, F30, V30) were treated during
30 days, whereas the other six groups (C60, PILO, FS60, VS60, FP60, VP60)
were treated for 60 days. The studied variables were anti-calponin (C) and anti-
proliferating cell nuclear anti-antigen (PCNA) expression, which were compared
with the CV and SSFR variables.'

Groups treated for 30 days

Table 2 shows average values, standard deviation and the p value for the
studied variables according to the groups treated for 30 days (C30, F30 and
V30). There were significant differences among the groups treated for 30 days

for the SSFR, CV, PCNA and C variables (p<0.05).
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For SSFR, there was statistical significant difference between groups
C30 and F30 (p=0.0007), and C30 and V30 (p=0.0250). C30 showed the
highest SSFR mean value when compared with F30 and V30.

For C, there was significant difference between groups C30 and F30
(p=0.0066), and C30 and V30 (p=0.0086). The highest average values for C
could be observed in F30 and V30 compared with C30.

For PCNA, there was statistical significant difference between F30 and
V30 (p=0.0006), and V30 and C30 (p=0.0001). The lowest average value for
PCNA was found in group C30 and the highest in group V30.

The highest average values for CV where observed in groups F30 and
V30 compared with C30 (p<0.05).

Groups treated for 60 days

Table 3 shows the average values, standard deviation and p value for the
studied variables according to the groups treated for 60 days (C60, PILO, FS60,
VS60, FP60 and VP60).

There were statistical significant differences among the groups treated
for 60 days for the CV, SSFR and C (p<0.05) variables.

For SSFR, there were significant differences between PILO and VS60
(p=0.0047), PILO and FP60 (p=0.0451), VS60 and VP60 (p=0.0214). The
lowest SSFR average value was found in VS60 and the highest in PILO.

There were significant differences for C between groups PILO and FP60
(p=0.0009), FS60 and FP60 (p=0.0006), FS60 and C60 (p=0.0258), VS60 and
FP60 (p=0.0000), VP60 and FP60 (p=0.0025), FP60 and C60 (p=0.0156). The
highest average value for C was found in group FS60 and the lowest in group

FPG0.
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For CV, group PILO showed the lowest average value and group VP60
the highest (p<0.05).

Figures 1-4 illustrate photomicrographs from rats parotid glands in
experimental and control groups.

Discussion

The anticholinergic action of psychotropic drugs still has not been
completely clarified. There are many suggestions about the pharmacological
role of drugs which act on the central nervous system, having effects upon the
salivary glands. The attempts to clarify the xerostomic effects of such drugs are
of great scientific value, both to explain the physio-pharmacological effect and
to bring additional benefits to patients using these drugs.

Chronic use of fluoxetine and venlafaxine during 30 days was associated
with a decrease in SSFR, an increase in CV and an increase in the number of
myoepithelial cells in rats. Venlafaxine was associated with an increase in
acinar and ductal cell proliferation in the parotid glands.

When used with venlafaxine during 60 days, pilocarpine could reestablish
a normal SSFR in rats. The number of myoepithelial cells remained stable in the
parotid glands of rats treated during 60 days with venlafaxine associated either
with salina or pilocarpine. When used in association with fluoxetine during 60
days, pilocarpine has not shown to induce changes in SSFR and was
associated with a severe decrease in the number of myoepithelial cells of rats
parotid glands.

Chronic treatment with fluoxetine and venlafaxine during 30 and 60 days
was associated with a decrease in SSFR in rats. In the groups treated for 30

days, SSFR decrease was more intense than in the groups treated for 60 days.
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In the latters, in spite of the SSFR decrease (FS60 — 0.036 mL/min and VS60 —
0.020 mL/min) when compared with the control group (0.052 mL/min), chronic
use of medication was not associated with significant alterations of SSFR.
Considering these results, three main points must be discussed: mechanisms of
action of the medication on the central nervous system, physiological adaptation
to the use of psychotropic medication and alteration in receptor sensitivity due
to chronic use of medication.

Fluoxetine and venlafaxine have anticholinergic effects of different
intensities. Because fluoxetine is a serotonin selective reuptake inhibitor, it may
cause higher serotonin availability in the synaptic gap, altering the bond of
acetylcholine to the muscarinic receptors (M3) present in the salivary glands.
Thus, it may decrease the quantity of salivary secretion. Venlafaxine is an
atypical antidepressant, acting as a selective reuptake inhibitor for serotonin,
noradrenaline as well as dopamine."" It does not show affinity to a-1 adrenergic
receptors, M3 muscarinic or histaminic receptors.’ Consequently, its action
becomes unpredictable due to the plurality of mediators in which it may act,
ranging from a decrease in salivary secretion to alterations in salivary
composition.”™?' Antidepressant medication does not seem to block saliva
production, but to interfere in the bond of the chemical mediator (acetylcholine)
with the receptor (M3). Thus, saliva would be produced, but it would not be
excreted.’” The increase in CV values in parotid glands of rats which received
antidepressants for 30 days (groups F30 and V30) compared with the control
group (C30) seems to represent acinar and ductal cell hypertrophy and

reinforces that statement. Serous cell hypertrophy, characterized by widened
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acinar cells and secretory granule accumulation, has been previously reported
in chronic use of psychotropic drugs.'??°

This study has shown the anticholinergic effect of fluoxetine and
venlafaxine when used chronically during 30 days. With a 60-day treatment,
SSFR reduction was not significant when compared with the control group. It is
known that a prolonged use of psychotropics causes alteration in receptors
sensitivity.?* The therapeutic and side effects decrease gradually when used
continuously or repeatedly, which may cause desensitization, resistance or
tolerance to the drug. Physiological adaptation may also occur; therefore, it is
common to observe that many side effects from drugs tend to diminish with time
of use, in spite of the continuous use of the drug.?’ It is thus suggested that the
least pronounced SSFR decrease in rats treated during 60 days may be
consequence from tolerance or adaptability to psychotropic drugs.

The absence of significant difference of SSFR mean values among
groups C60, FS60 and VS60 suggests that the normal SSFR of rats was
reestablished 30 days after suspending the medication (Table 3). However, this
data must be carefully analyzed since SSFR decrease higher than 50% brings
relevant prejudicial consequences (C60 — 0.052 mL/min; VS60 — 0.020
mL/min).

SSFR reduction in rats undergoing chronic treatment with fluoxetine may
still be an indirect consequence of serotonin action in the 5HT receptors present
in peripheral microcirculation. Due to the fact that fluoxetine increases serotonin
availability, the latter may bind to 5HT receptors, altering the blood flow in the
salivary glands, and consequently the quantity and composition of the salivary

flow.?8
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In this study, pilocarpine exerted a significant secretagogue effect,
showing its cholinergic agonist capacity, and corroborating the findings by
Davies & Shorthose, 2007.%° Pilocarpine was associated with an increase in
SSFR, being efficient in the treatment of hyposalivation caused by venlafaxine
(groups VS60 and VP60). Conversely, when pilocarpine was used in
association with fluoxetine (group FP60), there was no SSFR increase when
compared with the group which did not receive pilocarpine (group FS60 — Table
3). Pilocarpine is a parasympathomimetic agent which acts as an agonist to the
muscarinic receptors in a non-selective manner, with 3-adrenergic activity and
renal excretion.’®*" Thus it promotes stimulation of the exocrine glands, and
consequently, salivary secretion, being efficient for patients without extensive
glandular parenchyma destruction.*

In the present study, both fluoxetine and venlafaxine, when used during
30 days, were associated with myoepithelial cell increase in parotid glands of
rats. These results contradict the suggestions by Grégio et al. (2006),'* who
suggested a possible decrease in the number of myoepithelial cells in order to
explain the hyposalivation and serous cell hypertrophy observed in the chronic
treatment of rats with benzodiazepinic and antidepressant.”? It is worth
speculating that, in a compensatory activity to the saliva deficit, the organism, in
an attempt to increase myoepithelial cell activity to secrete the retained saliva,
would induce an increase in the number of these cells, aiming that they, in their
contractility function, would assist releasing the retained saliva. The
myoepithelial cells accelerate the initial saliva emptying flow, promoting draining

of any adjacent extracellular fluid. The dendrites of myoepithelial cells fold
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around the duct system; their function is to compress the acinar and ductal
cells.’®"

The parenchymatous cells (acinar, myoepithelial and ductal) show a
proliferative potential for maintenance and regeneration of the adult
parenchymatous cell population in normal glands, and a proliferative capacity
when submitted to physical injury, such as ductal obstruction.'20:3233

There are no immunohistochemical studies about the behavior of
myoepithelial, acinar and ductal cells regarding the use of psychotropics. There
have been immunohistochemical studies on the proliferative capacity of
parenchymatous cells in induced glandular atrophy.'®?22*33 A comparative
analysis between this study and the studies about induced glandular atrophy
may be established. In the animal model in which the atrophy of the parotid
gland main duct was caused, even after induced atrophy, the gland continued
producing saliva. This saliva, however, was not excreted due to a physical
obstruction in the main excretory duct. In the animal model treated chronically
with antidepressants, we suggest that the saliva continues being produced, but
due to neurochemical interferences from the psychotropic drugs, it is not
secreted. In both animal models submitted to injuries (physical and
neurochemical), there was a significant increase in the number of myoepithelial
cells 222333

When the behavior of myoepithelial cells was analyzed for groups treated
for 60 days, there was an intense decrease in the number myoepithelial cells in
the group treated with fluoxetine and pilocarpine (FP60) and a similarity in the

number of myoepithelial cells in the groups treated with venlafaxine and

pilocarpine (VP60) compared with the control group (C60 — Table 3). This may
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have been a consequence of a pharmacological synergism or of a
pharmacodynamic interaction between fluoxetine and pilocarpine, and
venlafaxine and pilocarpine. It is known that the different antidepressants
classes have anticholinergic effects in various degrees® and that the
association of two drugs may result in pharmacological synergism, in which the
combined effects of the two substances are more pronounced than the two
added separately.*® Conversely, pharmacodynamic interaction results from the
action of drugs in the same receptor. A drug may increase the effect of the
agonist by stimulating the receptivity of its cellular receptor or by inhibiting
enzymes that may inactivate it in the place of the effect. A decrease in the effect
may be due to the competition for the same receptor, where the antagonist
possesses a higher affinity.>

Once calponin is not a cellular proliferation marker, this study determined
the numeric index of positive staining cells for calponin, which specifically
identifies the myoepithelial cells in the glandular parenchyma. Due to the
methodology which was employed, it was not possible to directly infer the cell
proliferation, but it is possible to suggest that there is an alteration in the
myoepithelial cellular proliferation rate among the studied groups.

In this study, for the groups treated for 30 days, venlafaxine (group V30)
seemed to induce an increase in acinar and ductal cell proliferation compared
with saline (control group). In an attempt to compensate the significant SSFR
reduction in the chronic use of venlafaxine (V30), it is possible that mitoses
occurred in order to create new acini and ducts (Table 2). The intense
proliferative capacity of acinar and ductal cells has already been reported in

studies about glandular atrophy induced by obstruction.” Moreover, group V30
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showed the highest CV mean value, different from the control group (C30),
suggesting the presence of cellular hypertrophy. It is worth emphasizing that
there is a critical size for each cell, above which the stimulus for hypertrophy
does not cause adaptative reactions and the cell goes through mitosis to

compensate the excessive cytoplasm.*

We believe that the proliferative
capacity of the acinar and ductal cells and the presence of cellular hypertrophy
contributed to the increase in the mean value of positive staining cells for PCNA
in group V30.

For the groups that were treated during 60 days, there was not any
significant difference for PCNA. Generally, antidepressants chronic use has not
been associated with significant aggressions to acinar and ductal cells. We
believe that the proliferative potential observed in these cells assists
maintaining and regenerating the adult parenchymous cellular population.

The experimental models in rats show some limitations; however,
disease and/or therapeutic simulation in animal models is of great importance in
trying to translate disease prognoses and analyze side effects of drugs.
Conclusion

Chronic use of fluoxetine and venlafaxine during 30 days was associated
with an increase in the number of positive staining cells for calponin in parotid
glands of rats. Venlafaxine, when used during 30 days, was associated with an
increase in the proliferation of acinar and ductal cells. Venlafaxine, fluoxetine
and pilocarpine have not induced changes in the proliferation of acinar and

ductal cells in rats parotids glands treated during 60 days.
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Table 1 — Control and experimental groups according to drugs used.

Groups N Drugs Period of treatment Dose Administration
1- C30 10 Saline 1-30 days 0.1 mL Intraperitoneal
2- C60 10 Saline 1-60 days 0.1 mL Intraperitoneal
3-PILO 10 Pilocarpine’ 1-60 days 0.05 mL Topic
4- F30 10 Fluoxetine? 1-30 days 20 mg/kg Intramuscular
5-V30 10 Venlafaxine® 1-30 days 40 mg/kg Intramuscular
6- FS60 10 Fluoxetine 1-30 days 20 mg/kg Intramuscular
Saline 31-60 days 0.1 mL Intraperitoneal
7-VS60 10 Venlafaxine 1-30 days 40 mg/kg Intramuscular
Saline 31-60 days 0.1 mL Intraperitoneal
8- FP60 10 Fluoxetine 1-30 days 20 mg/kg Intramuscular
Fluoxetine + Pilocarpine ~ 31-60 days 20 mg/kg e 0.05 mL Intramuscular e Topic
9- VP60 10 Venlafaxine 1-30 days 40 mg/kg Intramuscular
Venlafaxine + Pilocarpine 31-60 days 40 mg/kg € 0.05 mL  Intramuscular e Topic

N: Sample size

' Gel base prepared with 1% pilocarpine hidrocloridrate (Gerbras Quimica e
Farmacéutica Ltda., S&o Paulo, Brasil)

% Injectable Fluoxetine (20040625, Galena Quimica e Farmacéutica Ltda.,
Campinas, Brasil)

% Injectable Venlafaxine (D/VN/002/02, Galena Quimica e Farmacéutica Ltda.,

Campinas, Brasil)
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Table 2 — Mean values and standard deviations of the studied variables in
groups treated during 30 days with saline (C30), fluoxetine (F30) e venlafaxine
(V30).

Groups C30 F30 V30

X SD X SD X SD p value
SSFR 0.051 + 0.026 ° 0.014 £ 0.006 ® 0.026 + 0.022° 0.001*
(mL/min)°

CV (mm?)° 6965.683 + 3792.9512" 10384.311 + 4869.5397 11945.927 + 7891.179° 0.000*
PCNA 55.8 + 14.382 2 59.4 + 16.900 ° 89.5 + 16.400 2 0.000*

C 13.9 + 2.644 2P 20+4.216 2 19.8 + 5.007° 0.003*

®: Values obtained from the study by Da Silva et al (2009)"

SSFR (mL/min.): Stimulated salivary flow rate, milliliters per minute
CV (mm?): Cellular volume, cubic milimeters

PCNA: anti-proliferating cell nuclear antigen

C: anti - calponin

X: mean

SD: standard deviation

p: value p ANOVA

Groups followed by the same letter differed from one another

* Statistically significant difference among groups (p<0.05)
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Table 3 — Mean values and standard deviations of the studied variables in
groups treated during 30 days with pilocarpine (PILO), saline (C60), fluoxetine e
saline (FS60), venlafaxine and saline (VS60), fluoxetine and pilocarpine (FP60)

e venlafaxine and pilocarpine (VP60).

Grupos C60 PILO FS60 VS60 FP60 VP60
X SD X SD X SD X SD X SD X SD p value
SSFR 0.052+0.029 0.067 +0.028°°  0.036 + 0.017 0.020+ 0.004°° 0.034+0.014°  0.055+ 0.026 ° 0.000*
(mU/min) ©
CV (mm?)° 6505.564+ 5825.418 + 6809.347 + 7525112 + 7519.797 + 10194.315 + 0.000*
3343.475° 1968.070% 3189.246° 3196.085%° 4272.808 4456.345°%¢"
PCNA 50 +17.531  46.8 + 13.506 36.7 + 16.687 52.5+18.710 52 +17.153 43.6 £ 18.007 0.296™
c 13.6+4.789°% 22.1+7.385° 24.2 +7.955°° 19.7+4.322¢ 74156329 18.2 + 6.250 ° 0,000*

®: Values obtained from the study by Da Silva et al (2009)"

SSFR (mL/min.): Stimulated salivary flow rate, milliliters per minute
CVv (mm3): Cellular volume, cubic milimeters

PCNA: anti-proliferating cell nuclear antigen

C: anti - calponin

X: mean

SD: standard deviation

p: value p ANOVA

Groups followed by the same letter differed from one another

* Statistically significant difference among groups (p<0.05)

~ — No statistically significant difference among groups (p>0.05)
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FIGURES

Figure 1

Figure 2
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Figure 3

Figure 4
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Legends to illustrations

Figure 1: Parenchyma of rat parotid gland showing positive-staining cells for
anti-proliferating cell nuclear anti-antigen (PCNA). (Group FP60; original
magnification 400 X)

Figure 2: Parenchyma of rat parotid gland showing disorganization and positive-
staining cells for anti-proliferating cell nuclear anti-antigen (PCNA). (Group
VPG60; original magnification 400 X)

Figure 3: Normal parenchyma of rat parotid gland showing positive-staining
cells for anti-calponin around the acini. (Group C30, original magnification 400
X)

Figure 4: Parenchyma of rat parotid gland showing positive-staining cells for
anti-calponin, arranged on the periphery of the acini. (Group V30, original

magnification 400 X)
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Resumo

Objetivos: Avaliar o comportamento das células acinares, ductais e
mioepiteliais de glandulas parétidas de ratos sob tratamento com
benzodiazepinicos (BZDs) e pilocarpina.

Métodos: Noventa ratos machos Wistar foram distribuidos em nove grupos. Os
grupos controle receberam solugao salina durante 30 (C30) e 60 dias (C60) e
pilocarpina (PILO) durante 60 dias. Os grupos experimentais receberam
lorazepam (L30) e midazolam (D30), durante 30 dias; lorazepam (LS60) e
midazolam (DS60) associados a salina durante 60 dias, e lorazepam (LP60) e
midazolam (DP60) associados com pilocarpina durante 60 dias. A expressao
imunoistoquimica da calponina foi avaliada nas células mioepiteliais e do
PCNA, nas células acinares e ductais. ANOVA, Tukey HSD e Games-Howell
foram aplicados para detectar diferengas entre os grupos (p<0,05).

Resultados: Os grupos tratados com lorazepam mostraram um aumento no
numero de células marcadas pela calponina comparados com controles
(p<0,05). Grupo tratado com midazolam e pilocarpina (MP60) induziu aumento
na proliferagdo de células acinares e ductais e diminuicdo nas células
marcadas pela calponina comparado ao grupo tratado com midazolam e salina
(MS60).

Conclusao: As células mioepiteliais mostraram-se mais sensiveis aos efeitos
dos BZDs do que as células acinares e ductais nas parétidas de ratos.
Palavras Chave: Benzodiazepinicos, Imunoistoquimica, Glandulas salivares

parotidas
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Abstract

Objectives: To evaluate the effects of benzodiazepines (BZDs) and pilocarpine
on rat parotid glands and on the behavior of acinar, ductal and myoepithelial
cells.

Methods: Ninety male Wistar rats were allocated to nine groups. Control groups
received saline during 30 (C30) and 60 days (C60), and pilocarpine (PILO)
during 60 days. Experimental groups received lorazepam (L30) and midazolam
(D30) during 30 days; lorazepam (LS60) and midazolam (DS60) associated
with saline during 60 days, and lorazepam (LP60) and midazolam (DP60)
associated with pilocarpine during 60 days. The immunohistochemical
expression of calponin on myoepithelial cells, and PCNA on acinar and ductal
cells was evaluated. ANOVA, Tukey HSD and Games-Howell tests were
applied to detect differences among the groups (p<0.05).

Results: Groups treated with lorazepam showed an increase in the number of
positive staining cells for calponin when compared with controls (p<0.05).
Midazolam associated with pilocarpine (MP60) induced an increase in the
proliferation of acinar and ductal cells and a decrease in the positive staining
cells for calponin compared with midazolam associated with saline (MSG60).
Conclusion: Myoepithelial cells showed to be more sensible to the effects of
benzodiazepines than acinar and ductal cells in rat parotid glands.

Key Words: Benzodiazepines, Immunohistochemistry, Parotid salivary glands
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Introducgao

Os benzodiazepinicos (BZDs) sdo um grupo de farmacos utilizados como
ansioliticos, hipnéticos, sedativos, relaxantes musculares e anticonvulsivantes.
Substituiram largamente os barbituricos, mas, ao contrario deles, nao tém acéao
depressora do centro respiratério, sendo, por isso, de uso mais seguro, além
de apresentarem maior especificidade sobre a sintomatologia ansiosa.! Os
BZDs sao responsaveis por cerca de 50% de toda a prescricao de
psicotropicos.?

Os BZDs agem sobre um sub-receptor especifico, o receptor das
benzodiazepinas, no receptor A do GABA (acido gama-aminobutirico), que é
um neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central (SNC). Os BZDs
tornam os receptores GABAA mais sensiveis a ativagdo pelo proprio GABA
(agem num sub-receptor da proteina do receptor). O GABA ¢é um
neurotransmissor que abre canais de cloro, hiperpolarizando o neurdnio e
inibindo a geragao de potencial de agéo, ou seja, potencializa o efeito inibitorio
do GABA fisiolégico no seu proprio receptor.®

Dentre os varios efeitos adversos dos BZDs, estdo a hipossalivacdo e a
xerostomia.* A acdo anticolinérgica das drogas ansioliticas pode estar
relacionada a sua afinidade pelos receptores adrenérgicos e colinérgicos
presentes nas glandulas salivares e ainda a redugéo do influxo colinérgico e
simpatico do SNC.°

As células mioepiteliais localizam-se entre a lamina basal e a membrana
plasmatica de células acinares secretoras e ductos intercalados.’
Caracterizam-se pelo rico conteudo de miofilamentos de actina e miosina no

seu citoplasma, o que torna a contratilidade uma de suas principais funcdes.”
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Sao células altamente especializadas, que tém um fendtipo duplo, ou seja,
epitelial e muscular liso,® e contribuem para o esvaziamento das unidades
secretoras e ductos.’ Caracterizam-se pela imunorreatividade pelo anticorpo
contra o antigeno calponina, proteina envolvida no sistema de regulacéo da
contragdo do musculo liso.™

O anti—antigeno nuclear de proliferagao celular (PCNA) é um anticorpo
monoclonal que possibilita o estudo da cinética celular;'’ portanto é um
marcador de proliferagao celular capaz de identificar células acinares e ductais
em proliferacio."

Grégio et al., em 2006,> ao estudarem o efeito do tratamento crénico da
associacdo de BZDs (Diazepam®) e antidepressivo (Tryptanol®) sobre
glandulas parétidas de ratos, observaram hipossalivagdo e hipertrofia das
células serosas, 0 que sugeriu uma possivel inibicdo da atividade das células
mioepiteliais, decorrente de estimulagdo nervosa, ou diminuicdo no numero
destas células frente ao uso crdnico dos psicotrépicos, ou ainda, alteragado no
numero de células acinares e ductais.’

O objetivo deste estudo foi analisar o comportamento das células
mioepiteliais, acinares e ductais de glandulas parétidas de ratos tratados com
midazolam e lorazepam, por meio de imunorreacdo com o anticorpo contra
antigeno calponina e com o anticorpo anti—antigeno nuclear de proliferagéo
celular (PCNA).

Métodos
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Tuiuti do Parana (CEP-UTP n. 55/2003).
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A amostra foi constituida por glandulas parétidas de ratos machos, tipo
Rattus norvegicus albinus, Rodentia, mammalia da linhagem Wistar, com peso
aproximado de 250 g, incluidas em blocos de parafina e provenientes do
acervo do laboratério de Patologia Experimental da Pontificia Universidade
Catdlica do Parana (PUCPR). Foram utilizados 90 animais, divididos em nove
grupos, cada grupo constituido por 10 animais. Os animais receberam
diferentes terapéuticas, conforme descrito na Tabela 1."

Cada bloco de parafina continha 10 tissues microarray (TMA) de 3 mm de

diametro?%?’

de glandulas parétidas de ratos. Foram realizados cortes
microscopicos com 4 pym de espessura e, em seguida, as laminas obtidas
foram submetidas aos testes imunoistoquimicos.

Para a técnica da imunoistoquimica foram utilizados os anticorpos anti-
calponina e anti-PCNA. Ambos foram diluidos com diluente da Dako
(DakoCytomation®; Dako North America, Carpinteria, CA, USA). O anticorpo
secundario utilizado foi EnVision®+Dual Link/Peroxidase (DakoCytomation®) e
para as revelagbes das ligagdes antigeno-anticorpo, utilizou-se o sistema
substrato-cromégeno DAB (DakoCytomation®). As laminas foram contra-
coradas com Hematoxilina de Harris.

Para a marcacdo das células mioepiteliais, foi utilizado o anticorpo
monoclonal contra o antigeno calponina (C) (Dako Corporation, Carpinteria,
CA, USA). As imunorreagdes com a C utilizaram diluigdo do anticorpo em
1:800. Para a marcacdo das células acinares e ductais em proliferacédo, foi

utilizado o anticorpo anti—antigeno nuclear de proliferagdo celular — PCNA

(Dako Corporation). O PCNA é um anticorpo monoclonal que possibilita o
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estudo da cinética celular. As imunorreacées com o PCNA utilizaram dilui¢cdes
do anticorpo em 1:400.

A leitura das laminas foi realizada em microscopio 6ptico OIympus® BX50
(Olympus Corporation, Ishikawa, Japao), utilizando objetiva de 40X, por um
unico examinador (T.M.F.M.). A expressao imunoistoquimica da C nas células
mioepiteliais e do PCNA nas células acinares e ductais foi analisada
verificando-se imagens de 24 campos histolégicos, equivalentes a toda a area
do TMA.

Todos os espécimes estudados exibiram positividade para o anticorpo C,
sendo considerada positiva a célula que exibiu qualquer expressio para C no
epitélio glandular, representada por cor acastanhada, independente da
intensidade da marcagado, ou seja, o suficiente para diferenciacédo entre as
células positivas e negativas.

Foi avaliada a presenga ou auséncia de marcacdo para o anticorpo
PCNA. Considerou-se positiva a célula que exibiu qualquer expressao para o
PCNA no epitélio glandular, representada por cor acastanhada, independente
da intensidade da marcacéao.

Considerou-se que em cada TMA havia 24 campos histolégicos.
Previamente a contagem do numero de células marcadas pelos anticorpos,
foram verificados quantos campos dentre os 24 eram possiveis de serem
avaliados. Para isso, foi levada em consideragao a integridade e a qualidade do
tecido, e a presenca de artefatos de técnica. Apos a avaliagao dos 24 campos
histologicos de todos os TMA, foram obtidos os indices numéricos das células

marcadas positivamente para C e para o PCNA.
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Para determinar o valor médio do numero de células marcadas pela C e
pelo PCNA de cada TMA, foi realizado o seguinte calculo: o valor médio de
células marcadas no TMA foi igual a soma do numero de células marcadas em
cada campo avaliado, dividido pelo numero de campos avaliados. Apds a
obtencéo do valor médio de cada TMA, os mesmos foram somados e divididos
por 10 (equivalente ao numero total de TMA) e, assim, foi obtido o valor médio
de células marcadas de cada grupo.

Além das variaveis C e PCNA, foram utilizados neste trabalho, os valores
médios das variaveis fluxo salivar estimulado (FSE) e volume celular (VC),
obtidos do trabalho de Da Silva et al., 2009" (Tabelas 2 e 3). Uma vez que
ambos os trabalhos estudaram a mesma amostra, foram comparados os
achados do FSE e do VC com os resultados da marcacdo imunoistoquimica
pela C e PCNA.

Analise Estatistica

Os resultados foram analisados por meio do software SPSS verséo 15.0
para Windows. A normalidade das variaveis e a homogeneidade de variancias
foram analisadas pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e de Levene,
respectivamente.

Para os grupos que apresentaram distribuigdo normal, foi utilizado o
teste de Anova a 01 critério. Quando Anova a 01 critério acusou diferencas
entre as médias dos grupos e tratamento, utilizou-se o teste de comparagdes
multiplas de Tukey HSD para as variaveis que apresentaram homogeneidade
de variancias entre os grupos. Para as variaveis que nao apresentaram
homogeneidade de variancias entre os grupos, utilizou-se o teste de Games-

Howell.
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Todos os testes estatisticos foram realizados com nivel de significancia
de 5% (p<0,05).
Resultados

Dos nove grupos avaliados, trés (C30, M30, L30) receberam tratamento
durante 30 dias, enquanto os outros seis grupos (C60, PILO, MS60, LS60,
MP60, LP60) foram tratados por 60 dias. As variaveis analisadas foram C e
PCNA, as quais foram comparadas as variaveis VC e FSE."

Grupos tratados por 30 dias

A Tabela 2 mostra os valores médios, desvio padrao e valor p das
variaveis estudadas segundo os grupos tratados por 30 dias (C30, M30 e L30).
Houve diferenca estatistica significante entre os grupos tratados por 30 dias
para as variaveis FSE, VC e C (p<0,05).

Para FSE, houve diferenga significante entre os grupos C30 e L30
(p=0,002), e C30 e M30 (p=0,001). O grupo C30 apresentou o maior valor
médio de FSE.

Para VC, houve diferencga significante entre C30 e M30 (p=0,000), C30 e
L30 (p=0,000), e M30 e L30 (p=0,002). O grupo M30 apresentou o maior valor
médio de VC, seguido pelos grupos L30 e C30.

Para C, houve diferengca significante entre os grupos C30 e L30
(p=0,001), sendo o maior valor médio de C no ultimo.

Grupos tratados por 60 dias

A Tabela 3 mostra os valores das médias, desvio padrao e valor p das

variaveis estudadas de acordo com os grupos tratados por 60 dias (C60, PILO,

MS60, LS60, MP60 e LP60).
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Houve diferengas estatisticas significantes entre os grupos tratados por
60 dias para as variaveis FSE, VC, PCNA e C (p<0,05).

Para FSE, o maior valor médio foi no grupo PILO e o menor valor no
grupo MS60. Houve diferengas significantes entre os grupos LS60 e LP60,
PILO e LS60, PILO e MS60 (p<0,05).

Os maiores valores de VC foram nos grupos LS60 e MP60, com
diferenca significante quando comparados ao grupo C60 (p<0,05).

Para C, os maiores valores médios foram nos grupos LS60 e LP60 e o
menor valor no grupo C60. Houve diferengas significantes entre C60 e LS60,
C60 e LP60, C60 e PILO (p<0,05).

O maior valor médio de PCNA foi no grupo MP60 com diferenga
significante quando comparado aos grupos LS60 e MS60 (p<0,05).

As Figuras 1-4 ilustram fotomicrografias de glandulas parétidas de ratos
de grupos controles e experimentais.

Discussao

O uso cronico de lorazepam e midazolam por 30 dias provocou reducao
do FSE e aumento do VC em glandulas parétidas de ratos. O lorazepam,
quando administrado durante 30 dias (grupo L30), foi responsavel pelo
aumento do numero de células mioepiteliais comparado a salina (grupo C30).
Quando administrada em associagdao com o lorazepam durante 60 dias, a
pilocarpina foi capaz de restabelecer o FSE normal de ratos (grupos C60, LS60
e LP60). O uso do lorazepam associado a salina (LS60) ou a pilocarpina
(LP60) provocou aumento do numero de células mioepiteliais comparado ao
grupo que recebeu salina (C60). Quando a pilocarpina foi associada ao

midazolam (MPG60), houve aumento da proliferacdo de células acinares e
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ductais e diminuicdo do numero de células mioepiteliais quando comparado ao
grupo que recebeu midazolam e salina (MS60).

O tratamento crénico com lorazepam e midazolam durante 30 e 60 dias
provocou reducdo do FSE em ratos. Nos grupos tratados por 30 dias, a
reducdo do FSE foi mais severa que nos grupos tratados por 60 dias. Vale
lembrar que, nos grupos tratados por 60 dias (MS60 e LS60), houve suspensao
dos medicamentos e administracdo de salina nos 30 Ultimos dias. E possivel
que esta manobra tenha permitido que houvesse uma reorganizagao dos
mecanismos de secrec¢do salivar nas glandulas parétidas. Para compreender
melhor esses resultados, alguns topicos devem ser discutidos, dentre eles: a
farmacocinética e a farmacodindmica dos BZDs, a presenca de receptores
periféricos em glandulas salivares, a adaptagao fisiologica frente ao uso de
psicotropicos, a alteragdo de sensibilidade dos receptores no uso crénico dos
psicofarmacos e a atividade das células mioepiteliais, acinares e ductais.

Os BZDs atuam seletivamente nos receptores GABAA que medeiam a
transmissao sinaptica em todo o SNC. Os BZDs intensificam a resposta ao
GABA facilitando a abertura de canais cloreto ativados pelo GABA.'® A ativagao
dos receptores GABAA aumenta a condutancia ao ion cloro, que se encontra
em maior concentragdo na superficie externa da membrana. Como o fluxo de
cloro obedece o gradiente de concentragdo, ocorre hiperpolarizacdo da
membrana pdés-sinaptica que inibe os disparos do neurbénio pds-sinaptico por
dificultar a despolarizagdo de sua membrana, necessaria a geragao de impulso
nervoso.'® Desta forma, ha intensificagdo da atividade inibitéria do SNC com a

administracao de BZDs.
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Existem receptores GABA centrais e periféricos (localizados nas
glandulas salivares)."”'® Kawaguchi & Yamagishi'® e Kosuge et al.?°
comprovaram a presenca de receptores GABA periféricos em células acinares
de glandulas parétidas e submandibulares de ratos. A quantidade de
receptores nas glandulas salivares ¢ menor do que no SNC.?'

Numerosos estudos, tanto em seres humanos como em animais, tém
demonstrado que os BZDs ocasionam diminuicdo da secrecdo salivar com
graves efeitos colaterais bucais.**??* Os BZDs atuam provocando a diminuigéo
da secrecéao salivar por meio de receptores para BZDs presentes nas glandulas
salivares e também por agdes indiretas do SNC sobre as glandulas salivares
por meio de receptores centrais para BZDs.?*?° Além de inibirem os receptores
muscarinicos presentes nas glandulas salivares, que s&o responsaveis pela
secrecgao salivar, os BZDs também modificam o transporte de cloro e o influxo
do calcio, os quais desencadeiam os processos de secreg¢ao do fluido. Como
conseqiiéncia, ha diminuicdo da atividade da secrecdo salivar.'®?® Os BZDs
também podem inibir os receptores B-adrenérgicos, suprimindo a liberagao de
amilase das glandulas parétidas de rato.?*

O presente estudo comprovou o efeito anticolinérgico do midazolam e do
lorazepam, quando administrados de forma crénica durante 30 dias. Quando o
tratamento estendeu-se por 60 dias, a reducido do FSE nao foi estatisticamente
significativa comparada ao controle. Sabe-se que a utilizagdo prolongada de
drogas psicotropicas € responsavel por alteragdo na sensibilidade de
receptores.® Os efeitos terapéuticos e colaterais de uma droga diminuem
gradualmente quando administrada de modo continuo ou repetidamente,

podendo ocasionar dessensibilizagdo, resisténcia ou tolerdncia a droga. A

73



adaptacao fisioldgica também pode ocorrer, assim € comum observar que tanto
os efeitos terapéuticos quanto os efeitos colaterais de farmacos tendem a
diminuir com o tempo de administracdo, apesar do uso continuo da droga.3
Assim, sugere-se que a redugdo mais branda do FSE em ratos tratados
durante 60 dias ocorreu gragas aos efeitos de tolerancia ou de adaptabilidade
dos psicotropicos.

A auséncia de diferenca estatistica significante no FSE entre os grupos
C60, MS60 e LS60 sugere que houve um restabelecimento do FSE normal dos
ratos 30 dias apds a suspensdo da medicagédo (Tabela 3). No entanto, estes
dados devem ser analisados com cautela uma vez que a reducdo de FSE de
mais de 50% traz consequéncias clinicas deletérias relevantes (C60 — 0,052
mL/min; MS60 — 0,022 mL/min).

Um dos principais efeitos dos ansioliticos e hipndticos € a acao
miorrelaxante.® As células mioepiteliais, apesar de serem classificadas como
células ndo musculares, apresentam acentuada capacidade de contragéo.® O
citoplasma contém numerosos microfilamentos contrateis de actina e miosina,
filamentos intermediarios da familia da citoqueratina 14 e estruturas tipicas de
fibras musculares lisas.?” As células mioepiteliais exercem funcdes contrateis,
contribuindo para o esvaziamento da secrecdo das unidades secretoras e dos
ductos.®?” Assim, sugere-se que a atividade miorrelaxante ocasionada pelos
ansioliticos pode ser, em parte, responsavel pela redugcdo do FSE de ratos
tratados com lorazepam e midazolam.

O uso crénico do lorazepam durante 30 (L30) e 60 dias (LS60 e LP60)
provocou um aumento significativo do numero de células mioepiteliais quando

comparado a salina (C30 e C60). Para o midazolam (M30, MS60 e MP60), esta
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diferenca nao ocorreu (Tabelas 2 e 3). Ha importantes diferengas qualitativas e
quantitativas na farmacocinética entre o midazolam e o lorazepam que
necessitam ser discutidas. O lorazepam (exemplos de nomes comerciais:
Lorax®, Mesmerin®) é uma droga que ndo apresenta metabdlitos ativos. Ele é
metabolizado por meio de conjugacgédo direta com um radical glicosideo, um
processo mais rapido que a oxidacado. Além disso, o lorazepam tem meia vida
curta (12-18 horas).” Por outro lado, o midazolam (exemplos de nomes
comerciais: Dormonid®, Dormire®) possui metabdlito ativo (derivado
hidroxilado), cuja meia vida é 2 horas.'® A meia vida do midazolam ¢é ultracurta
(menor de 6 horas). Uma vez que o lorazepam tem meia vida até trés vezes
mais longa que o midazolam, seus efeitos atuam por mais tempo, o que
poderia explicar alteragdes significativas nas glandulas salivares. Os BZDs,
sendo farmacos lipossoluveis, tém liberacdo via secrecdo salivar, e podem
circular por tempo prolongado na saliva.'

As células mioepiteliais tém funcao contratil e estdo envolvidas no auxilio
da secrecdo da saliva, localizando-se ao redor dos acinos e porcao intercalar
dos ductos.® Vale especular que numa atividade compensatoria do déficit de
saliva, o organismo, na tentativa de aumentar a atividade das células
mioepiteliais para expulsar a saliva retida, induz um aumento do numero destas
células, para que elas, em sua funcao de contratilidade, auxiliem a liberagao da
saliva retida. Burgess et al.,, em 1996,%% comprovaram, por meio de estudos
imunoistoquimicos em glandulas parétidas atroficas de ratos induzidas pela
obstrucdo ductal, que as células mioepiteliais sdo capazes de proliferar,

principalmente quando induzidas por uma injuria a glandula. Sugere-se que o
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lorazepam possa atuar como agente agressor quimico capaz de desencadear
mitoses e, consequentemente, aumentar o numero de células mioepiteliais.

No presente estudo, a pilocarpina associada com o lorazepam durante
60 dias foi capaz de restabelecer o FSE normal de ratos (grupos C60, LS60 e
LP60), comprovando sua capacidade agonista colinérgica. Por apresentar agao
colinomimética, a pilocarpina ativa os receptores muscarinicos M3 presentes
nas glandulas salivares, promovendo um aumento da liberagdo de secregao
salivar. Ainda nao estao claras as vias de como estes mecanismos ocorrem.
Kuijirai, Sawaki, Kawaguchi?® constataram que o diazepam (benzodiazepinico)
foi capaz de induzir a reducédo do FSE pela pilocarpina em rato in vivo e que,
nas células acinares das glandulas parétidas dos ratos, o diazepam provocou
aceleracéo do influxo de cloro (CI') e inibi¢do do efluxo.

Quando a pilocarpina foi associada ao midazolam, houve aumento da
proliferacdo de células acinares e ductais e diminuicdo do numero de células
mioepiteliais quando comparado ao grupo que recebeu midazolam e salina.
Isto pode ter sido consequéncia de um sinergismo farmacolégico ou de uma
interacdo farmacodindmica entre midazolam e pilocarpina. E sabido que a
associagao de duas drogas pode resultar em sinergismo farmacologico, em
que o efeito combinado das duas substancias mostra-se maior que a soma de
cada um isoladamente.?® Por outro lado, as interagdes farmacodinamicas
resultam da acdo dos farmacos envolvidos no mesmo receptor. Um farmaco
pode aumentar o efeito do agonista por estimular a receptividade de seu
receptor celular ou inibir enzimas que o inativam no local de a¢do. A diminui¢cao
de efeito pode dever-se a competicdo pelo mesmo receptor, tendo o

antagonista maior afinidade.?
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Ensaios laboratoriais sao limitados pelas caracteristicas
neurofisiolégicas eminentes e subjetivas dos animais. Apesar das limitagdes
inerentes ao presente estudo, € possivel transpor para a pratica clinica, pelo
menos parcialmente, resultados na elucidagcdo de respostas nos organismos in
Vivo.

Conclusao

A utilizacao cronica do lorazepam mostrou-se capaz de induzir aumento
do numero de células mioepiteliais em glandulas parétidas de ratos. O
midazolam associado a pilocarpina provocou aumento da proliferacdo de
células acinares e ductais. As células mioepiteliais mostraram-se mais
sensiveis a agao dos BZDs do que as células acinares e ductais de glandulas
parotidas de ratos.
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TABELA 1 - Divisdo dos grupos controles e experimentais de acordo com a

medicacgao, periodo de tratamento, dose diaria e via de administracao.

Farmacos Periodo de Dose Via de
Grupos n tratamento Administracéo
1- C30 10 Salina 1-30dias 0,1 mL Intraperitoneal
2- C60 10 Salina 1-60 dias 0,1 mL Intraperitoneal
3-PILO 10 Pilocarpina’ 1-60 dias  0,05mL  Topica
4- 130 10 Lorazepam? 1-30dias 0,5 mg/kg Intramuscular
5-M30 10 Midazolam® 1-30 dias 0,1 mg/kg Intramuscular
6-LS60 10 Lorazepam 1-30 dias  0,5mg/kg Intramuscular
Salina 31-60 dias 0,1 mL Intraperitoneal
7- MS60 10 Midazolam 1-30 dias 0,1 mg/kg Intramuscular
Salina 31-60 dias 0,1 mL Intraperitoneal
8-LP60 10 Lorazepam 1-30 dias  0,5mg/kg Intramuscular
Lorazepam + 31-60 dias 0,05 mL Intramuscular e
Pilocarpina Topica
9- MP60 10 Midazolam 1-30 dias 0,1 mg/kg Intramuscular
Midazolam + 31-60 dias 0,05 mL Intramuscular e
Pilocarpina Topica

N: tamanho da amostra

1

(Gerbras Quimica e Farmacéutica Ltda., Sdo Paulo, Brasil)

: Gel em ora base preparado com 1% de hidrocloridrato de pilocarpina

2. Lorazepam (Cosmeética Farmacia de Manipulagdo Ltda, Curitiba, Parana,

Brasil)

% Midazolam (Cosmética Farmacia de Manipulagdo Ltda, Curitiba, Parana,

Brasil)
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Tabela 2 — Valores médios, desvio padrao e valor p das variaveis estudadas
segundo os grupos tratados por 30 dias com salina (C30), midazolam (M30) e

lorazepam (L30).

Grupos C30 M30 L30
X DP X DP X DP  Valorp
FSE (mL/min)® 0,051 + 0,025 0,019 + 0,009° 0,019 £ 0,015  0,000*
VC (mm?)° 6.965,68 + 20.036,56 + 14.266,57 + 0,000*
3.792,96™ 7.955,70% 8.790,42%
C 13,9 + 2,643? 15,3+7,118 21,9 + 4,483 0,003*
PCNA 55,8 + 14,382 39,6 + 30,008 43,9+22467 0,286

®: Valores obtidos do trabalho de Da Silva et al (2009)"

FSE (mL/min): Fluxo salivar estimulado em mililitros por minuto

VC: Volume celular em milimetros cubicos

PCNA: Anticorpo anti—antigeno nuclear de proliferagao celular

C: Anticorpo contra antigeno calponina

X: média

DP: desvio padrao

p: valor p de ANOVA

Letras iguais representam diferenca estatistica significante entre grupos.
*: diferenca estatistica (p<0,05)

"® ndo significante
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Tabela 3 — Valores médios e desvio padrao das variaveis estudadas segundo

0s grupos tratados com pilocarpina (PILO), salina (C60), lorazepam e salina

(LS60), midazolam e salina (MS60), lorazepam e pilocarpina (LP60) e

midazolam e pilocarpina (MP60).

Grupos PILO C60 LS60 MS60 LP60
X DP X DP X DP X DP X DP

MP60
X DP  Valorp

N ab ac bd cd
FSE (mL/min)® 0066 0,027 0,062£0,028 0,025 0,004 0,022+0,005~ 0,040 £ 0,008

VC (mm®)® 5.825,42 + 6.505,56 + 9.382,75 ¢ 8.143,93 + 7.481,02 +
1.968,07° 3.343,48% 2.769,85™ 3.470,78" 4.468,91

C 21,1+7,385° 13,6 £4,788°Y 25+6,182"°" 156+6,221°° 25,1 + 5,526 9

PCNA 46,8+ 13,505 50+17,530 415+18,069° 39+14,110° 46,8 + 15,746

0,038 + 0,028 0,000*

9.152,06 0,000*
4.605,78%

14,3 +6,147™  0,000*

67 + 19,102  0,006*

®: Valores obtidos do trabalho de Da Silva et al (2009)"

FSE (mL/min.): Fluxo salivar estimulado em mililitros por minuto
VC: Volume celular em milimetros cubicos

PCNA: Anticorpo anti—antigeno nuclear de proliferagao celular
C: Anticorpo contra antigeno calponina

X: média

DP: desvio padrao

p: valor p de ANOVA

Letras iguais representam diferenga estatistica significante entre grupos

*: diferenca estatistica (p<0,05)
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FIGURAS

Figura 1

Figura 2
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Figura 3

Figura 4
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Legendas das figuras

Figura 1: Parénquima normal de glandula parétida de rato exibindo nucleos de
células acinares em proliferagdo celular marcados pelo anti-PCNA. (Grupo
C60; aumento original 400 X)

Figura 2: Parénquima de glandula parétida de rato mostrando nucleos de
células acinares em proliferacdo celular marcados pelo anti-PCNA. (Grupo
MS60; aumento original 400 X)

Figura 3: Parénquima de glandula parétida de rato exibindo células
mioepiteliais marcadas com anti-calponina (Grupo PILO, aumento original 400
X)

Figura 4: Parénquima de glandula pardtida de rato mostrando células
mioepiteliais marcadas com anti-calponina na periferia de acinos (Grupo M30,

aumento original 400 X)

87



5. Referéncias

1.

Scully C. Drug effects on salivary glands: dry mouth. Oral Dis
2003;9:165-76.

Wynn RL, Meiller TF. Drugs and dry mouth. Gen Dent 2001;49:10-2,14.
Okubo M, Kawaguchi M. Inhibitory regulation of amylase release in rat
parotid acinar cells by benzodiazepine receptors. Eur J Pharmacol 1998
23;359:243-9.

Kawaguchi M, Ouchi K, Ohse S, Baba Y. In vivo and in vitro studies on
receptive mechanisms for benzodiazepines in rat parotid gland. Dent Jpn
(Toky0)1995;32:38-40.

Kawaguchi M, Yamagishi H. Coupling of benzodiazepine and GABA(A)
receptors in the salivary glands is a factor of drug-induced xerostomia.
Int Acad Biomed Drug Res 1996;11:291-6.

Sreebny LM, Schwartz SS. A reference guide to drugs and dry mouth —
2" edition. Gerodontol 1997; 14: 33-47.

Rafaelsen OJ, Clemmesen L, Lund H, Mikkelsen PL, Bolwing TG.
Comparison of peripheral anticholinergic effects of antidepressants: dry
mouth. Acta Psychiatr Scand Suppl 1981;290:364-9.

Kujirai M, Sawaki K, Kawaguchi M. Inhibitory effect of diazepam on
muscarinic receptor—stimulated inositol 1,4,5-trisphosphate production in
rat parotid acinar cells. Br J Pharmacol 2002;137:945-52.

Grégio AMT, Durscki JRC, Lima AAS, Machado MAN, Ignacio SA,
Azevedo LR. Association of amitriptyline and diazepam on the
histomorphometry of rat parotid glands. Pharmacologyonline 2006;2:96-

108.

88



10.de Almeida P del V, Grégio AM, Brancher JA, Ignacio SA, Machado MA,
de Lima AA, Azevedo LR. Effects of antidepressants and
benzodiazepines on stimulated salivary flow rate and biochemistry
composition of the saliva. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol
Endod 2008;106:58-65.

11.Zaclikevis MV, D Agulham AC, Bertassoni LE, Machado MA, de Lima
AA, Grégio AM, Azevedo-Alanis, LR. Effects of benzodiazepine and
pilocarpine on rat parotid glands: histomorphometric and sialometric
study. Med Chem 2009;5:74-8.

12.da Silva S, de Azevedo LR, de Lima AA, Ignacio SA, Machado MA,
ZacliKevis MV, Grégio AM. Effects of fluoxetine and venlafaxine and
pilocarpine on rat parotid glands. Med Chem 2009;5:483-90.

13.Klein RM. Development, structure and function of the salivary glands. In:
Avery JK. Oral development and histology. USA: New York; 2001.p.292-
331.

14.Berkovitz BKB, Holland GR, Moxham BJ. Oral anatomy, embryology and
histology. Chicago: Mosby; 2002 p.255-67.

15.Burford-Mason AP, Cummins MM, Brown DH, MacKay AJ, Dardick I.
Immunohistochemical analysis of the proliferative capacity of duct and
acinar cells during ligation-induced atrophy and subsequent regeneration
of rat parotid gland. J Oral Pathol Med 1993;22:440-6.

16.Fowler CB, Brannon RB. Subacute necrotizing sialadenitis: report of 7
cases and a review of the literature. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral

Radiol Endod 2000;89:600-9.

&9



17.Miguel MC, Andrade ES, Taga R, Pinto LP, Souza LB. Hyperplasia of
myoepithelial cells expressing calponin during atrophy of the rat parotid
gland induced by duct ligation. Histochem J 2002;34:499-506.

18.Morinaga S, Nakajima T, Shimosato Y. Normal and neoplasic
myoepitelial cells in salivary glands: an immunohistochemical study. Hun
Pathol 1987;18:1218-26.

19.Nagao T, Sugano |, Ishida Y, Tajima Y, Matsuzaki O, Konno A, Kondo Y,
Nagao K. Salivary gland malignant myoepithelioma: a clinicopathologic
and immunohistochemical study of ten cases. Cancer 1998;83:1292-9.

20.Norberg L, Dardick |, Burford-Mason AP. Differentiating myoepithelial
and acinar cells in rat neonatal parotid gland and histogenetic concepts
for salivary gland tumors. J Oral Pathol Med 1996;25:474-80.

21.Denny PC, Ball WD, Redman RS. Salivary glands: a paradigm for
diversity of gland development. Crit Rev Biol Med 1997;8:51-75.

22.Takahashi S, Schoch S, Walker NI. Origin of acinar cell regeneration
after atrophy of the rat parotid incluced by duct obstruction. Int J Exp
Pathol 1998;79:293-301.

23.Zarbo RJ, Prasad AR, Regezi JA, Gown AM, Savera AT. Salivary gland
basal cell and canalicular adenomas: immunohistochemical
demonstration of myoepithelial cell participation and morphogenetic

considerations. Arch Pathol Lab Med 2000;124:401-5.

90



6. Anexos



ANEXO 1 — APROVAGAO DO COMITE DE ETICA

Universidade
Tuiuti
do Parana

Curitiba, 26 de agosto de 2003

Of CEP-UTP n.® 55 /2003

Sra. Pesquisadora

O Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Tuiuti do Parana, CEP-UTP, apos apreciagac do Frojeto de
Pesquisa, de sua autoria, intitulado "Efeito do pilocarpus jaborandi sobre a
xerostomia induzida por drogas psicotrépicas” considerou-o APROVADO.

§ AL A 8

Prof.? Dr.* BEATRIZ HELENA SOTTILE FRANGA
Coordenadora do CEP-UTP

limo. Sra.
Ana Maria Trindade Grégio
Pesquisadora Responsavel

41 331-7644

R. Sydneil Antonio Rangel Santos, 238 Santo Indacio 82010-330 Curitiba PR



ANEXO 2 - PROJETO APROVADO PELO CNPq

2 ST IS
Taatoiigh:
Diretoria de Programas Programas Temdticos e Setoriais
Coordenacao-Geral do Programa de Pesquisa Em Saude
Coordenacao do Programa de Pesquisa Em Saude
PROGRAMA BASICO DE ODONTOLOGIA

Luciana Reis de Azevedo
Travessa Percy Withers 88 apto 51,Agua Verde
80240190 Curitiba-PR

Of. DPH - 01/2005 Brasilia, 06 de junho de 2005

<. Processo; ATATI0/2004-5

Referéncia: Edital CNPq n® 019/2004 - Universal

Institui¢fio: Departamento de Odontologia / Pontificia Universidade Catélica do Parand

Projeto: Efeitos de drogas psicotrépicas e da pilocarpina sobre glandulas paré6tidas de ratos. Andlises
histomorfométrica, sialométrica e imunohistoquimica

Com base na recomendagdo do Comité de Assessoramento e de acordo com o estabelecido no Edital CNPq
n° 019/2004 - Universal, a Diretoria Executiva do CNPq aprovou a concessdo do auxilio financeiro no
montante abaixo discriminado. A aplicagdo dos recursos financeiros deverd ser realizada no prazo méximo
de 24 (vinte e quatro) meses a partir da primeira liberagao.

Valor Aprovado: RS 21.244,10

No anexo 1 estdo as orienta¢hes para acesso ¢ emissdo do Termo de Concessfo e Aceitagio e para informagéo
da conta vinculada. No anexo 2 estd a solicitagdo de abertura de conta corrente tipo "B" do Tesouro Nacional.

Ap6s a leitura das condigBes gerais e preenchimento dos itens em branco (exceto data), solicitamos
encaminhar a0 CNPq trés vias, assinadas e Tubricadas, do referido Termo dentro do prazo méximo de 15
(quinze) dias % contar desta correspondéncia. Uma via serd restitufda ap6s a assinatura pelo CNPq. Caso V.
Sa. ndio devolva o Termo no prazo estipulado, o auxilio serd cancelado. |

A prestagio de contas e o relatério técnico do projeto devem ser apresentados ao CNPq até 60 (sessenta) dias
ap6s o término das atividades. Advertimos que a existéncia de pendéncia técnica (relatdrio técnico ndo
remetido) ou financeira (prestagio de contas vencida referente a auxilios anteriores), impedem a

.. implementasdo de auxilios......

adisposicio para prestar outros esclarecifr ; lembrando que‘aé correspofdéncias deverio
ser remetidas para o enderego abaixo, com o nome completo de V.Sa. e nimero do-processo a que se refere.

Atenciosamente,

MANOEL BARRAL NETTO
Diretor de Programas Teméticos e Setoriais

Enderego: SEPN QD.509 BLOCO A - ED.NAZIRI - SALA 105, BRASILIA, DF, 70750501
E-mail: COSAU@CNPQ.BR
- ANEXO 1: Orientagéo para emisséo do Termo de Concess@o e Aceitagio, ¢ para informagéo da conta vinculada.
ANEXO 2: Solicitag#o de abertura de conta tipo "B".
‘OBS: O manual de Prestagio de Contas encontra-se a disposigéio de V.Sa. no site do CNPq. http:/www.cnpq i0sff jis.htm




ANEXO 3 — NORMAS PARA PUBLICAGAO NO PERIODICO Oral Surgery,

Oral Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology and Endodontology

Editorial Office

Dr James R. Hupp, Editor-in-Chief, School of Dentistry, The University of Mississippi Medical
Center, Rm D216- 08, 2500 North State St, Jackson, MS 39216-4504; telephone: (601)815-
1952; fax: (601)984-4949; e-mail: tripleo@sod.umsmed.edu
Publisher

ELSEVIER INC., 3251 Riverport  Lane, Maryland Heights, MO 63043
Issue Manager, Jill Shepherd. Telephone: (352)483-8113; fax: (352)483-3417; e-
mail:shepherdja@aol.com

Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology and Endodontology On-Line
Manuscript Submission

Submission of Manuscripts. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology and
Endodontology uses an online, electronic submission system. By accessing the website
http://ees.elsevier.com/tripleo authors are stepwise through the creation and uploading of the
various files. When submitting a manuscript to the Elsevier Editorial System (EES), authors
must provide an electronic version of their manuscript. For this purpose original source files, not
PDF files, are required. The author should specify an article type for the manuscript (full length
article, review article, case report, etc.), choose a set of classifications from the prescribed list
provided online, and suggest the appropriate Journal section. Authors may send queries
concerning the submission process, manuscript status, or Journal procedures to the Editorial
Office. Once the submission files are uploaded, the system automatically generates an
electronic (PDF) proof, which is then used for reviewing. All correspondence, including the
Editor's decision and request for revisions will be communicated by e-mail.
International authors who are not completely fluent in the English language should seek help in
the preparation of their manuscripts. Such assistance will enhance the review, improve the
chance of acceptance, and greatly reduce the time until publication if the article is accepted.
If your manuscript is accepted, the Editors reserve the right to determine whether it will be
published in the print edition or solely in the Internet edition of the Journal. Articles accepted for
publication are subject to editorial revision.

Statements and opinions expressed in the articles and communications herein are those of the
author(s) and not necessarily those of the Editor(s) or publisher, and the Editor(s) and publisher
disclaim any responsibility or liability for such material. Neither the Editor(s) nor the publisher
guarantees, warrants, or endorses any product or service advertised in this publication. Neither
do they guarantee any claim made by the manufacturer of such product or service.
Duality of Interests. Any commercial or other associations that might create a duality of interests
in connection with a submitted manuscript must be disclosed. All sources of external funds
supporting the work must be indicated in a footnote, as should all corporate affiliations of the
authors including author(s) relationship with a corporate entity involved with the subject of the
research or product being espoused in the submission. A cover letter at the time of submission
should inform the Editor of pertinent consultancies, stock ownership or other equity interests, or
patent licensing arrangements. All information will remain confidential while the paper is being
reviewed and will not influence the editorial decision. If the manuscript is accepted, the Editor
will communicate with the authors how best to disclose the relevant information.
Publication Standards of Ethical Conduct. Submitting manuscripts for publication that contain
elements of fabrication, falsification, or plagiarism constitutes a major violation of the universally
accepted standards of ethical and scientific conduct.



Articles falling into the following categories are invited for submission:

Review manuscripts. Manuscripts that review the current status of a given topic, diagnosis, or
treatment are encouraged. These manuscripts should not be an exhaustive review of the
literature, but rather should be a review of contemporary thought with respect to the topic.
Likewise, the bibliography should not necessarily be all-inclusive but rather include only
seminal, pertinent, and contemporary references deemed to be most important by the author.
Clinicopathologic Conference. Papers submitted for the Clinicopathologic Conference (CPC)
should present interesting, challenging, or unusual cases. The presentation should simulate
clinical work-up, including a differential diagnosis. The complete diagnostic evaluation,
management, and follow-up must be included. CPC articles will be organized into five parts:
Clinical presentation-describe the clinical and imagining characteristics of the lesion. Use
clinical photographs and radiographs as appropriate. Differential diagnosis-list and discuss
lesions to be considered as reasonable diagnostic possibilities. Diagnosis-histopathologic
findings illustrated with photomicrographs.Management-describe the treatment of the patient
and response to treatment. Discussion-concentrate on the most interesting aspect(s) of the
case.

Medical Management and Pharmacology Update. The Medical Management and Pharmacology
Update (MMPU) is intended to provide concise, current reviews of medical problems and how
they relate to dentistry. Manuscripts should include a good review of the clinical aspects of the
disease, stressing the impact of the disease on the dental management and dental treatment of
the patient. Emphasis should be placed on new developments, new research, or new
approaches to therapy or management. Manuscripts should not be an exhaustive review of the
literature, but rather a review of contemporary thought with respect to the topic. Likewise, the
bibliography need not be all inclusive but rather should include only seminal, contemporary
references deemed by the author to be most pertinent. The desired format for manuscripts
submitted for the MMPU would include: an abstract; topic introduction/overview;
epidemiology/demographics; etiology and pathogenesis; clinical presentation/physical findings;
diagnosis (laboratory tests, diagnostic imaging, etc.); medical management and treatment;
complications; prognosis; oral manifestations/dental implications and significance; and dental
management (of patients with the disease). Manuscripts should not exceed 12 pages in 12
point, double-spaced Times New Roman (Tables and Figures count toward the 12-page limit).
Pharmacology Update is a component section of MMPU that offers the reader the opportunity to
obtain concise information regarding drugs used in the practice of medicine, clinical dentistry
and dental specialties. Papers submitted should present clearly and concisely background
information regarding the disease or condition that is managed, the indications, rational and
approved uses of the specific drugs or class of drugs, the advantages and benefits of the drug
or drug class over previous drugs, mechanism of action, criteria for selection, usual dosage,
pharmacokinetics, adverse effects, drug interactions, and oral health and dental management
considerations. Emphasis should be placed on new developments, effectiveness in clinical
trials, therapeutic outcomes and safety. Manuscripts should reflect the contemporary thought
with respect to the topic. Use of figures to illustrate the mechanism of action, and tables to
presents therapeutic outcomes, drug interactions, and adverse effects are encouraged.
Manuscripts should utilize the above mentioned categories for formatting the paper. Papers
should not exceed 3000 words. The recommended font is 12 point, double spaced Times New
Roman. A maximum of 50 references is recommended.

Clinical Notes.The Clinical Notes feature is intended to provide a forum for brief communications
of a technical nature.They are not scientific papers; they may report a new instrument,
technique, procedure, or, in rare situations, an interesting case report.
Copyright statement. The specified copyright statement that follows the Information for Authors
in each issue of the Journal must be completed, signed by all authors, and faxed to the Editorial
Office at (601)984-4949. If not completed in full, it will be returned to the author for completion.
The copyright statement may be photocopied for submission or scanned and e-mailed.
Copyright statement. The copyright-transfer document must be downloaded, completed, signed
by the responsible author, scanned and attached as a file in the submission process.
Preparation of manuscripts. Only original manuscripts that have not been published in other
forms will be considered for publication. Correct preparation of the manuscript by the author will



expedite the reviewing and publication procedures. Manuscripts should be word processed
double-spaced. Please note the following requirements and the instructions for online
submission at http://ees.elsevier.com/tripleo .

The article, including all tables, should be formatted in the latest version of Microsoft Word. The
use of appropriate subheadings throughout the body of the text (Methods, Results, and
Discussion sections) is required. Legends for figures and tables should appear after the
reference list. If an illustration has been taken from published material, the legend must give full
credit to the original source. lllustrations must also be submitted electronically as separate files
(not embedded). File specifications are listed below in "lllustrations." Tables should be
submitted as separate files (in Microsoft Word (*.doc) format.)
Routine case reports add little to our knowledge, but good case reports may occasionally be
published if they meet certain criteria: (1) are of rare or unusual lesions that need
documentation, (2) are well documented cases showing unusual or "atypical" clinical or
microscopic features or behavior, or (3) are cases showing good long-term follow-up
information, particularly in areas in which good statistics on results of treatment are needed.

Title Page. The title page of the manuscript should include the title of the article, the full name
of the author(s), academic degrees, positions, and institutional affiliations. Listed authors should
include only those individuals who have made a significant creative contribution. The
corresponding author's address, business and home telephone numbers, fax number and e-
mail address should be given.

Authorship. All persons who are identified as authors must have made substantial contribution
to the manuscript through significantly contributing to the conception, design, analysis or
interpretation of data; drafting or significantly revising the manuscript; and providing final
approval of the manuscript. All three of these conditions must be met by each author. Persons
who contribute to the effort in supporting roles should not be included as authors; rather they
should be acknowledged at the end of the paper.

Abstract. An abstract of no more than 150 words, typewritten double-spaced, should precede
the introduction to the article and must accompany each  manuscript.
Structured abstract. A structured abstract limited to 150 words must be used for data-based
research articles. The structured abstract is to contain the following major headings:
Objective(s); Study Design; Results; and Conclusion(s). The Objective(s) reflects the purpose of
the study, that is, the hypothesis that is being tested. The Study Design should include the
setting for the study, the subjects (number and type), the treatment or intervention, and the type
of statistical analysis. TheResults include the outcome of the study and statistical significance if
appropriate. The Conclusion(s) states the significance of the results.
Methods. The methods section should describe in adequate detail the experimental subjects,
their important characteristics, and the methods, apparatus, and procedures used so that other
researchers can reproduce the experiment. When the paper reports experiments on human
subjects, the methods section must indicate that the protocol was reviewed by the appropriate
institutional review board (IRB) and that each subject in the project signed a detailed informed
consent form.
Animals. Please indicate that protocols were reviewed by the appropriate institutional
committee with respect to the humane care and treatment of animals used in the study.
References. References should be cited selectively. Personal communications and
unpublished data are not to be cited as references; instead, are to be cited in parentheses at
the appropriate place in the text. Make sure all references have been verified and are cited
consecutively in the text (not including tables) by superscript numbers. Reference list format
must conform to that set forth in "Uniform Requirement for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals" (Ann Intern Med 1997;126:36-47). A copy of these Requirements may be
viewed/printed online at www.icmje.org. References to articles in press must include authors'
surnames and initials, title of article, and name of journal. The reference list should be typed
double-spaced on a separate page and numbered in order as the reference citations appear in
the text. For journal citations, include surnames and initials of authors, complete title of article,



name of journal (abbreviated according to the Cumulated Index Medicus), year of publication,
volume, number, and inclusive page numbers. For book citations, surnames and initials of
authors, chapter title (if applicable), editors' surnames and initials, book title, volume number (if
applicable), edition number (if applicable), city and full name of publisher, year of publication,
and inclusive page numbers of citation.

EXAMPLES (if six or fewer authors, list all; if seven or more list first six and add et al):
Format for periodical references: Pullon PA, McGivney J. Computer utilization in an oral biopsy

service. Int J Oral Surg 1977,6:251-5.
Format for book references: Seakins J, Saunders R, editors. Treatment of inborn errors of
metabolism. London: Churchill Livingstone: 1973; p. 51-6.

Format for chapter references: Hudson FB, Hawcroft J. Duration of treatment in
phenylketonuria. In: Seakins J, Saunders R, editors. Treatment of inborn errors of metabolism.
London: Churchill Livingstone; 1973. p. 51-6.
Journal article on the Internet: Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the
ANA acts in an advisory role. Am J Nurs [serial on the Internet]. 2002 Jun [cited 2002 Aug
12];102(6):[about 3 p.l. Available from:
http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/Wawatch.htm

lllustrations. lllustrations should be numbered and provided with suitable legends.
A reasonable number of halftone illustrations or line drawings will be reproduced at no cost to
the author, but special arrangements must be made with the Editor-in-Chief for color plates,
elaborate tables, or extra illustrations. Typewritten or freehand lettering on illustrations is not
acceptable. All lettering must be done professionally, and letters should be in proportion to the
drawings or photographs on which they appears.
lllustrations must be submitted in electronic format. All images should be at least 5 inches wide.
Images should be provided in TIF or EPS format, per the instruction for online submission at
http://ees.elsevier.com/tripleo . Macintosh or PC is acceptable. Graphics software such as
Photoshop and lllustrator (not presentation software such as PowerPoint, CorelDraw, or
Harvard Graphics) should be used in the creation of the art. Color images need to be CMYK, at
least 300 DPI, and be accompanied by a digital color proof, not a color laser print or color
photocopy. Note: This proof will be used at press for color reproduction. Gray scale images
should be at least 300 DPI accompanied by a proof. Combinations of gray scale and line art
should be at least 1200 DPI accompanied by a proof. Line art (black and white or color) should
be at least 1200 DPI with a proof.

For best possible reproduction, avoid using shading or dotted patterns; if unavoidable, submit
this type of illustration in the form of a glossy photograph for best results. Use thick, solid lines
and bold, solid type. Place lettering on a white background; avoid reverse type (white lettering
on a dark background). Typewritten or freehand lettering is unacceptable. All lettering must be
done professionally and should be in proportion to the drawing graph, or photograph. Do not
send original art work, radiograph films, or electrocardiographic strips. Any special instructions
regarding sizing should be clearly noted.

Legends to illustrations. Each illustration must be accompanied by a legend. These should be
typed double-spaced on a separate page. If an illustration has been taken from published
material,  the legend must  give  full credit to the  original source.
Tables. The tables should be typewritten double-spaced, including column heads, data and
footnotes, and submitted on separate pages. Tables should be self-explanatory and should
supplement, not duplicate, the text. All table reference citations should be repeats of numbers
assigned within the text, not initial citations. A concise title should be supplied for each table. All
columns should carry concise headings describing the data therein. Type all footnotes
immediately below the table and define abbreviations. If a table or any data therein have been
previously published, a footnote to the table must give full credit to the original source.
Video and Computer Graphics. Authors are encouraged to submit videos and computer-
generated graphics; eg, a slide presentation with or without animation and sound. An author
who wishes to supply such material should notify the editors in the cover letter and note this
intention in the Author Comments area of the online submission. Although the publisher will not
edit any video or computer graphic, editors and reviewers may suggest changes. All patient-



identifying information must be removed or masked.
The maximum length of a video or computer graphic is 8 minutes. Longer submissions may be
divided into smaller clips, each of which should be identified at the beginning of the section (eg,
Video Clip 1, Graphic 1). A concise legend for each video clip or computer graphic presentation
must be included with the manuscript. Videos are to be submitted in MGEG-1 or MPEG-2
(*.mpg) or QuickTime (*.mov) format. More detailed instructions can be found at
http://www.elsevier.com/artwork . Videos and computer graphics accompanying a manuscript
declined for publication will not be accepted separately. If the manuscript is accepted for
publication, the presentation will be archived at www.mosby.com/tripleo.
Permissions. Direct quotations, tables, or illustrations that have appeared in copyrighted
material must be accompanied bywritten permission for their use from the copyright owner and
original author along with complete information with respect to source. Photographs of
identifiable persons must be accompaniedby signed releases showing informed consent.
Articles appear in both the print and online versions of the journal, and wording should specify
permission in all forms and media. Failure to obtain electronic permission rights may result in
the images not appearing in the the print or online versions.
NOTE: FOLLOW INSTRUCTIONS FOR ONLINE SUBMISSION AT
HTTP:/EES.ELSEVIER.COM/TRIPLEO

Announcements. Announcements must be received by the Editorial Office at least ten weeks
before the desired month of publication. Items published at no charge include those received
from a sponsoring society of the Journal; courses and conferences sponsored by state,
regional, or national dental organizations; and programs for the dental profession sponsored by
government agencies. All other announcements selected for publication by the Editor carry a
charge of $60 US, and the fee must accompany the request to publish.
Reprints. Because of the extremely high cost of preparing color articles, author reprints for
articles containing color illustrations have to be prepared as overprints (overrun pages). Order
forms will be sent to the corresponding author of articles containing color illustrations, so that
overprints of those articles can be ordered the month of publication. No complimentary
overprints or reprints will be provided.

Checklist for authors

* Signed copyright transfer statement (signed by all authors) (FAXED to Editorial Office)

* Letter of submission

* Title page

* Title of article

* Full names(s), academic degree(s), affiliation(s) and titles of author(s)

*  Author to whom correspondence, galleys, and reprint request are to be sent, including

address and business and home telephone numbers, fax number, and e-mail address

*  Structured abstract (double-spaced)

*  Article proper (double-spaced)

(Flgures and tables should not be part of the text of the manuscript but added as separate files)
Statement of IRB review (stated in manuscript)

* References (double-spaced on a separate page)

* Reprint requests line (on a separate page)

* Tables (double-spaced, on separate pages)

* Legends (double-spaced, on a separate page)

* lllustrations, properly formatted (as separate files)

* Video/computer graphics, properly formatted (as separate files)

*  Acknowledgments (on a separate page)

*  Source of funding for research (on a separate page)

*  Signed permission to reproduce previously published material, in all forms and media

(scanned in as a file)

* Signed permission to publish photographs of identifiable persons from the individual

specifying permission in all forms and media (scanned in as a file)

* Financial interest disclosure, if applicable (on a separate page)

* If this paper was presented at a meeting identification of organization, city, and year (on a

separate page)





