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RESUMO
A Doença Renal Crônica (DRC) é considerada um grave problema de saúde 
pública no Brasil e no mundo e tem demonstrado alterações na saúde bucal. O 
presente estudo investigou os efeitos da DRC sobre a secreção salivar em ratos. 
Foram utilizados ratos Wistar com 8 semanas de idades, os quais foram divididos 
em grupos controle, sham e DRC. Após 6 semanas de indução da DRC por meio 
de nefrectomia 5/6, os ratos foram anestesiados e a saliva não estimulada e 
estimulada (pilocarpina) foram coletadas em conjunto com as glândulas 
salivares. Em glândulas submandibulares foi avaliado o estresse oxidativo por 
meio da peroxidação lipídica avaliada pela formação do subproduto 
malondialdeido (TBARS) e as atividades da catalase, FRAP e GSH. O perfil 
químico e as concentrações de amilase, IgA, cortisol e proteínas totais da saliva 
estimulada foram analisadas por espectroscopia de infravermelho com 
transformada de Fourier (FTIR). A análise de ROC foi realizada para determinar 
a capacidade de diagnóstico de cada biomarcador salivar para DRC. Os dados 
demonstraram que o peso corporal permaneceu inalterado na DRC comparado 
ao grupo controle e sham. O consumo de água, a uremia e o peso do rim 
aumentaram (P<0,05) na DRC comparado ao grupo controle e sham após 6 
semanas. O fluxo salivar estimulado por pilocarpina e o peso das glândulas 
salivares foram semelhantes (P<0,05) nos ratos controles, sham e DRC. No 
entanto, o fluxo salivar não estimulado foi reduzido (P<0,05) na DRC em relação 
ao controles e sham. A peroxidação lipídica (TBARS) e a atividade glutationa 
peroxidase em glândulas submandibulares aumentou na DRC em comparação 
com controle e sham (P<0,05). A análise da espectroscopia FTIR demonstrou 
que a concentração de cortisol foi aumentada e a de IgA foi reduzida na DRC 
em comparação com controles e sham. A análise do potencial diagnóstico do 
cortisol salivar teve sensibilidade 88,9% e especificidade de 80% (ROC=0,911) 
(P<0,05); enquanto que da IgA salivar teve sensibilidade de 87,5% e 
especificidade de 100% (ROC=0,975) (P<0,05). Em conjunto, demonstramos 
que animais DRC apresentam fluxo salivar não estimulado reduzido e estresse 
oxidativo aumentado na glândula submandibular. Adicionalmente, evidenciamos 
que o cortisol salivar e a IgA mensurados por espectroscopia FTIR apresentam 
grande potencial como biomarcadores para a doença renal crônica.

Palavras -  Chave: Doença Renal Crônica, Biomarcadores salivares, SGLT1, 
estresse oxidativo, fluido diagnóstico, IgA, Cortisol.
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ABSTRACT
Chronic Kidney Disease (CKD) is considered a serious public health problem in 
Brazil and worldwide and has shown changes in oral health. The present study 
investigated the effects of CKD on salivary secretion in rats. Wistar rats at 4 
weeks of age were used, which were divided into control, sham and CKD groups. 
After 6 weeks of CKD induction, non-stimulated and pilocarpine-stimulated 
salivary flow rates were measured in anesthetized rats. After that, salivary glands 
were removed. Oxidative stress levels, glutathione antioxidant defense system 
and antioxidant status were analyzed in submandibular glands. The spectroscopy 
profile and concentrations of alpha-amylase, IgA, cortisol and total proteins of 
stimulated saliva were analyzed by Fourier transform infrared (FTIR) 
spectroscopy. Receptor Operation Characteristic Curve (ROC) analysis was 
performed to determine the diagnostic capacity of each salivary biomarker for 
CKD. The data demonstrated that body weight remained unchanged in CKD 
compared to the controls and sham rats. Water consumption, uremia, and kidney 
weight increased (P<05) in CKD compared to controls and sham rats. 
Pilocarpine-stimulated salivary flow and salivary glands weights were similar 
(P<0,05) in DRC, controls and sham rats. Non-stimulated salivary flow was 
reduced (P<0,05) in CKD than controls and sham rats. CKD increased the 
oxidative stress levels and the activity of FRAP and GSH in submandibular glands 
when compared to controls and sham rats. Salivary cortisol concentration was 
increased in CKD rats than controls and sham rats. Differently, salivary IgA was 
decreased in CKD condition. Diagnostic potential of salivary cortisol provided 
sensitivity of 88.9% and specificity of 80% (ROC = 0.911) (P<0,05) and; salivary 
IgA provided sensitivity of 87.5% and specificity of 100% (ROC = 0.975) (P<0,05). 
In addition, we have shown that salivary cortisol and IgA measured by FTIR 
spectroscopy present great potential as biomarkers for chronic renal disease..

Keywords: Chronic Kidney Disease; Salivary Byomarkers; SGLT1, oxidative 
stress, diagnostic fluid, IgA, Cortisol.
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INTRODUÇÃO E REFERENCIAL TEÓRICO

Os rins são órgãos que desempenham uma função muito difundida que é 

a excreção dos produtos de degradação que são ingeridos ou produzidos pelo 

metabolismo nitrogenado (ureia, ácido úrico, fosfatos, sulfatos), desta forma, 

dependem do processo de filtração glomerular. Além disto, os rins 

desempenham a função vital de manter a concentração do meio interno por meio 

da regulação do volume e da composição dos líquidos corporais, apesar de uma 

ingestão de solutos e água muito diferente ao longo do tempo. Os rins também 

apresentam função no equilíbrio ácido-base e uma função endócrina com 

atuação na produção de vitamina D, eritropoietina, renina e pelo catabolismo e 

regulação de outros hormônios (Rennke et al., 1978; de Santo et al., 1997; Martin 

et al., 2005).

O néfron é a unidade funcional dos rins, sendo que cada rim humano é 

constituído de cerca de um milhão de néfrons. Cada néfron apresenta um 

componente filtrante e um componente tubular. O componente filtrante é 

chamado de corpúsculo renal e é formado pelo glomérulo, local de ultrafiltração 

do plasma, e pela cápsula de Bowman, local de onde o filtrado se dirige ao 

componente tubular (túbulo proximal,alça de Henle, túbulo distal e ducto coletor). 

Para completar o processo de formação da urina, o ultrafiltrado pode ser 

modificado pela reabsorção de água e solutos que se dirigem novamente ao 

sangue e, também, pela secreção de substâncias provenientes do sangue 

peritubular. Neste processo, o sangue é filtrado dos capilares glomerulares e a 

água, compostos não proteicos e proteicos de baixo peso molecular são 

transportados para a cápsula de Bowman. Por outro lado, as células sanguíneas 

e proteínas, de alto peso molecular permanecem no leito capilar (Knepper et al., 

1983).

Considerando que os rins são órgãos fundamentais para a manutenção 

da homeostase do corpo humano, constatamos que a diminuição progressiva da 

função renal pode estar associada ao comprometimento de todos os outros 

órgãos (Bastos et al., 2010).
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A Doença renal crônica (DRC) é um termo geral para desordens 

heterogêneas que afetam a estrutura e a função renal, presentes durante mais 

de 3 meses e com implicações para a saúde. A DRC é classificada de acordo 

com os estágios de severidade da doença, que podem ser avaliados pela taxa 

de filtração glomerular (TFG), albuminúria e dados clínicos (Levey et al., 2012; 

Stevens et al., 2013).

A DRC também é definida pela National Kidney Foundation (Stevens et 

al., 2013) como a presença de uma TFG < 60mL/min/1,73m2 por um período 

maior ou igual a 3 meses, com ou sem a lesão renal (Levey et al., 2012; Stevens 

et al., 2013). Os estágios de classificação da doença são apresentados de 

acordo com a tabela abaixo (Tabela 1, Stevens et al., 2013):

Tabela 1: Estágios de classificação da Doença Renal Crônica. TFG -  Taxa de 

Filtração Glomerular; TEA -  Taxa de Excreção de albumina; TAC -  Taxa de 

Albumina/Creatinina; *Relativo para jovens adultos; **Na ausência de evidência 

de dano renal com a categoria Estágio 1 e Estágio 2 não satisfazendo aos 

critérios para DRC; *** Inclui a Síndrome Nefrótica (TEA usual >2200mg/d 

[TAC>2220 mg/g]). .

TFG TFG, m l/m in  
por 1,73m 2

TEA,
m g/d

TAC,
m g/g

Descrição

Estágio  1 > 90 - - Normal ou TFG levemente 
aumentada

Estágio  2 69-89 - - Lesão renal com leve redução 
da TFG*, **.

Estágio 3a 45-59 - - Lesão renal com moderada 
redução da TFG

Estágio  3b 30-44 - - Lesão renal com moderada ou 
severa redução da TFG

Estágio  4 15-29 - - Lesão renal com severa TFG
Estágio  5 <15 - - Falência renal funcional

A lbum inúria
A1 - <30 <30 Normal ou levemente 

aumentada
A2 - 30-300 30-300 Moderadamente aumentada *
A3 - >300 >300 Severamente aumentada ***
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Diversos estudos indicam que alguns pacientes são mais susceptíveis a 

desenvolver DRC, como os hipertensos, diabéticos, idosos, familiares de 

portadores de DRC e pacientes que utilizam medicações nefrotóxicas (Bastos et 

al., 2010; Hall et al., 2014; Lankarani et al., 2017).

A hipertensão arterial e o diabetes causam complicações 

microvasculares, entre elas a progressão da lesão renal (Giunti et al., 2006). Os 

pacientes que apresentam hipertensão arterial sistêmica, por longo período e de 

forma não controlada, possuem maior risco de desenvolver a DRC. A 

persistência de níveis elevados de pressão arterial (PA) pode promover 

alterações estruturais progressivas nas artérias e arteríolas renais e dessa forma 

contribui para o aumento da pressão hidrostática intraluminal (Nunes, 2007; 

Agarwal 2009).

Já a DRC associada ao diabetes é resultado da interação de fatores 

genéticos, ambientais, metabólicos e hemodinâmicos, que em conjunto, atuam 

causando o enfraquecimento da membrana basal glomerular, a expansão da 

matriz mesangial, diminuindo o número de podócitos e promovendo 

glomeruloesclerose associada a fibrose túbulo intersticial (Giunti et al., 2006).

Atualmente, a DRC é considerada um problema de Saúde Pública no 

Brasil e no mundo (Silva et al., 2015), o que se deve ao rápido aumento da sua 

prevalência nos últimos anos, com o agravante de que a maioria dos casos não 

é diagnosticado nas fases iniciais da doença, no Brasil aproximadamente 10 

milhões de pessoas possuem algum grau de alteração renal e no mundo mais 

de um milhão de pessoas morrem anualmente (Silva et al., 2016). Considerando 

que em geral, a DRC é uma doença que nos estágios iniciais é silenciosa. Dessa 

forma o portador da doença não apresenta sinais ou sintomas que o alertem para 

a presença da doença, o que retarda a sua detecção, com grandes impactos 

sobre a eficácia dos tratamentos e no prognóstico (Kirsztajn et al., 2011).

A ativação do sistema nervoso simpático é comum em pacientes 

portadores de DRC e isto apresenta papel importante na gênese da hipertensão 

arterial e na progressão dos estágios da DRC. A ativação adrenérgica, baseada 

em avaliações das concentrações plasmáticas de norepinefrina e 

microneurografia do nervo peroneal, já pode ser detectada nos estágios inicias
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da doença mas parece estar aumentada em estágios mais avançados (Grassi et 

al., 2011; Mancia et al., 1999; Zilch et al., 2007). A atividade simpática dirigida a 

órgãos específicos, como as glândulas salivares, ainda não está claramente 

estabelecida.

Além das complicações sistêmicas, na grande maioria destes pacientes 

tem sido relatado à presença de alterações na cavidade oral. Entre as alterações 

orais frequentes da DRC estão a palidez da mucosa bucal, hipoplasia do 

esmalte, xerostomia, odor urêmico e alterações no paladar (Kho et al., 1999; 

Popovska et al., 2013). Pacientes com DRC em tratamento de hemodiálise 

também podem apresentar alterações e deficiências imunológicas, o que torna 

o acúmulo de placa bacteriana um fator de risco a doença periodontal (DP), e 

esta apresenta-se como um fator de risco a infecções sistêmicas (Loria, 2013) 

que podem comprometer o transplante renal (Loria, 2013; Kaushik et al., 2013). 

O aumento do acúmulo da placa bacteriana pode estar relacionado a redução 

do fluxo salivar nesses pacientes, que pode ser causada pela própria doença, 

por estresse ou ansiedade, ou até mesmo pelos medicamentos ingeridos (Loria, 

2013).

A xerostomia é definida como a sensação subjetiva de boca seca. Esse 

sintoma pode estar associado com redução do fluxo salivar, uso de 

medicamentos, restrição de ingestão de fluidos e idade (Bossola et al., 2012). A 

concentração de creatinina, ureia, sódio, potássio, cloreto e alfa-amilase foram 

significativamente maiores nos pacientes portadores de DRC do que em 

indivíduos saudáveis. Por outro lado, a concentração de cálcio foi 

significativamente menor nos portadores de DRC (Tomás et al., 2008). 

Recentemente, também foi demonstrada redução da atividade da amilase salivar 

e aumento da concentração de ureia salivar em animais portadores de DRC 

induzida por nefrectomia 5/6 (8 semanas após a indução de DRC) na saliva 

induzida por meio de isoproterenol e por pilocarpina (Romero et al., 2016).

Na última década, foi bem caracterizada a presença de uma proteína 

cotransportadora de Na+/glicose/água tipo 1 (SGLT1) com papel importante no 

transporte de água em ductos de glândulas salivares. A proteína SGLT1 é 

codificada pelo gene SLC2A1 e tem seu transporte acoplado com 264 moléculas
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de água durante o ciclo de passagem dos 2 íons Na+ e uma molécula de glicose 

(Zeuthen, 2000; Wright et al., 2011). O cotransporte de SGLT1 é chamado de 

transporte ativo secundário, porque a força motriz gerada pelo gradiente de sódio 

é mantida pela ativação primária da bomba Na+/K+/ATPase na membrana 

basolateral. Desta maneira, sabe-se que o fluxo é sempre em direção ao meio 

intracelular (Wright et al., 2011). O SGLT1 é composto por 14 segmentos 

transmembrânicos com a face N-terminal voltada ao interstício e a face C- 

terminal dentro da membrana plasmática (Figura 1).

FIGURA 1 - Estrutura secundária da proteína SGLT1. Modelo modificado de 

Wright e Turk, 2004.

Nosso grupo de pesquisa verificou correlação negativa entre os níveis de 

SGLT1 na membrana luminal com o fluxo salivar não-estimulado (Sabino-Silva 

et al., 2009; Sabino-Silva et al., 2010; Sabino-Silva et al., 2013). Em glândulas 

salivares de animais com doença renal crônica ainda não foram realizadas 

análises do SGLT1.

Em pacientes em tratamento com hemodiálise, a xerostomia pode estar 

associada aos seguintes problemas: dificuldade na mastigação, deglutição, 

paladar e a fala; aumento do risco de doenças bucais, incluindo lesões na 

mucosa, gengiva e língua, infecções fúngicas, cárie dentária e doença 

periodontal. Porém mais esforços devem ser feitos para fornecer uma melhor
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compreensão da relação entre estas alterações orais com a diminuição da 

secreção salivar (Bossola et al., 2012).

A saliva total é caracterizada por uma mistura de fluidos secretados pelas 

glândulas salivares maiores (parótida, submandibular e sublingual), e também 

pelas glândulas menores e do fluido gengival associados com detritos celulares 

e microorganismos da cavidade oral (Kaufman et al., 2002). Estudos 

demonstraram que pacientes com DRC apresentam aumento do pH da saliva e 

elevadas concentrações de cálcio, fosfato, ureia (Mancini, 2005), potássio, 

cloreto, alfa-amilase (Tomás et al 2008) fosfato e albumina (Rodrigues et al 

2016). Além disso apresentam redução da concentração de cálcio salivar 

(Tomás et al 2008) e da presença de componentes inflamatórios na saliva (TNF­

a), interleucina (IL-1P), Y-interferon (y-INF), IL-6, IL-8 (Thorman et al., 2010).

A secreção salivar é coordenada pelo sistema nervoso simpático e 

parassimpático. O estímulo da inervação parassimpático para as glândulas 

salivares é realizado pela acetilcolina (ACh). A ACh se liga principalmente a 

receptores muscarínicos dos tipos M1 e M3, presentes na membrana basolateral 

das células acinosas. Essa ligação promove uma mudança conformacional no 

receptor que ativa uma proteína G ligada. A subunidade a da proteína G ativada 

promove a estimulação da fosfolipase C que, por sua vez, atua sobre o 

fosfatidilinositol (PIP2 -  fosfatidilinositol-4,5-bisfofato), um componente ancorado 

na parte interna da membrana plasmática, gerando inositol trifosfato (IP3) 

(Tanimura et al., 1999). O IP3 se dissocia no citoplasma da célula em direção ao 

retículo endoplasmático, o que promove liberação de íons cálcio. O aumento de 

cálcio no meio intracelular ativa a abertura de canais de cloreto, na membrana 

luminal, e de canais de potássio, na membrana basolateral. Além disto, o 

aumento de cálcio intracelular promove a inserção de proteínas tipo Aquaporina 

(AQP) nas membranas basolateral e luminal. O efluxo de cloreto dentro do lúmen 

atrai íons sódio, transportado via paracelular, bem como moléculas de água (via 

paracelular e transcelular). O gradiente osmótico gera a secreção do fluido, o 

que forma a saliva primária (Humphrey et al.,2001; Turner et al., 2001). 

Posteriormente, quando o fluido primário passa pelos ductos ocorre reabsorção 

de íons Na+ e Cl-, e secreção de K+ e HCO3- (estágio 2) (Thaysen et al., 1954).
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FIGURA 2 - Formação do fluido salivar. Modelo adaptado de CATALÁN et al., 

2009.

Considerando que a reabsorção de Na+ e Cl- excede a secreção de K+ e 

HCO3- e fisiologicamente espera-se não ocorrer significativa movimentação de 

água no sistema ductal, a saliva final secretada na cavidade oral é hipotônica em 

relação ao plasma em situações fisiológicas (Melvin et al., 2005). No entanto, 

trabalhos recentes permitem questionar a ausência de movimentação de água 

nos ductos salivares. O epitélio ductal sempre foi considerado um território de 

permeabilidade muito baixa para a água (Martinez, 1987), ou até impermeável 

(Turner et al., 2002). No entanto, é imprescindível destacar que a permeabilidade 

não foi avaliada em modelos experimentais que apresentam hiposalivação. Além 

disso, os experimentos originais de microperfusão de glândulas salivares foram 

realizados nas décadas de 60 e 70 (Young, 1968; Young et al., 1970; Mangos et 

al., 1973) e não tem sido revalidados nas últimas décadas. Em células ductais 

de glândulas salivares foi demonstrado que o aumento de SGLT1 na membrana 

luminal de ratos diabéticos e/ou hipertensos, estava relacionado com a redução 

da secreção salivar não-estimulada (Sabino-Silva et al., 2009; Sabino-Silva et 

al., 2013). Além disso, foi demonstrada a presença do transportador de água, 

Aquaporina tipo 4 (AQP 4) em membrana basolateral de glândulas salivares 

(Frigeri et al., 1995).

A coleta da saliva pode ser feita de forma estimulada ou não estimulada. 

A estimulação da produção de saliva pode ser feita de forma mecânica ou 

química. Sabendo-se que o tipo de estimulação afeta a quantidade da saliva
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produzida, denota-se que alguns de seus constituintes são também modificados 

(Mandel, 1990). A coleta de saliva não estimulada é realizada sem estímulos 

exógenos conhecidos (Kaufman, 2002).

O estresse oxidativo demonstra um desequilíbrio entre a capacidade 

oxidante e antioxidante. Sabe-se que aumento do estresse oxidativo está 

associado ao desenvolvimento e a progressão das complicações do diabetes e 

da hipertensão arterial (Baynes et al., 1991), porém não encontramos descrição 

da relação entre o estresse oxidativo em glândulas submandibulares com a 

doença renal crônica (DRC). A produção excessiva de radicais livres ou o 

desequilíbrio entre compostos antioxidantes e oxidantes, produzido pelo 

estresse oxidativo, possibilita a oxidação de biomoléculas seguida pela perda 

de suas funções biológicas e/ou desequilíbrio homeostático, e 

consequentemente o dano oxidativo contra células e tecidos pode ocasionar 

danos irreversíveis ou morte celular (Halliwell e Whiteman, 2004).

Considerando que a presença de radicais livres possui potencial de 

causar danos ao organismo, para evitar a formação desses radicais o 

organismo possui inúmeros mecanismos de defesa, que possuem a função de 

inibir e/ou reduzir os danos causados pela ação deletéria dos radicais livres ou 

das espécies reativas não-radicais, que podem ser divididas em enzimáticas e 

não enzimáticas (Barbosa, 2010). Entre as enzimas do sistema de defesa, sabe- 

se que a catalase (Cat), a superóxido dismutase e Glutationa Peroxidase (GPx) 

são enzimas que podem impedir e/ou controlar a formação de radicais livres e 

espécies não-radicais (Schneider e Oliveira, 2004; Powers e Jackson, 2008; 

Prasad et al., 2007).

A análise dos constituintes químicos e celulares do sangue são os 

procedimentos laboratoriais mais utilizados com fins de diagnóstico, uma 

variedade de estudos tem avaliado o potencial da saliva como fluido biológico 

útil nos exames para diagnóstico de doenças sistêmicas ou orais (Moura et al, 

2007), esse interesse se deve ao fato de que a saliva pode ser facilmente 

coletada quando comparada à coleta de sangue (Lima 1999; Moura, 2007).

Há muitas vantagens de usar saliva como um líquido de diagnóstico. A 

coleta de saliva é rápida, fácil, barata e não invasiva (Kaczor-Urbanowicz et al
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2016). Este fluido oral é fácil de armazenar, enviar, não coagula e pode refletir 

o estado fisiopatológico atual de cada indivíduo com nível reduzido de 

ansiedade (Bossola et al., 2012). Outro fator importante para utilização da saliva 

como fluido de diagnóstico é o menor risco de contaminação para o operador 

quando comparado ao risco durante a utilização do sangue (Moura et al., 2007). 

Em conjunto a esses benefícios estudos tem comprovado que a saliva é um 

método confiável, quando comparado com outros métodos de diagnóstico, 

como dosagens sanguíneas de substâncias, o que tem tornado a aplicabilidade 

da saliva importante (Moura et al., 2007; Schwartz et al. 1995; Lawrence, 2002; 

López et al., 2003; Yarat et al., 2004).

A saliva pode refletir características locais e gerais e, portanto, tem 

potencial para ser utilizada na detecção de biomarcadores para doenças orais 

e sistêmicas (Bossola et al., 2012, Kaufman et al., 2002). Um amplo conjunto 

de métodos usados para analisar a saliva inclui imunoensaio, enzimático 

colorimétrico, ensaio cinético, cromatográfico e espectroscopia de massa que 

requerem reagentes de alto custo (Khaustova et al., 2010).

A espectroscopia de infravermelho de transformada de Fourier (FTIR) é 

um método excelente para análise de amostras biológicas (Baker et al., 2014) 

possibilitando avaliar diversos componentes químicos e proteínas específicas 

com alta precisão sem requerer reagentes (Khaustova et al., 2010). O método 

estuda as interações energéticas dos compostos químicos, através da utilização 

de uma fonte de energia de luz que possui uma frequência fixa (Pereira, 2003). 

Nos últimos anos tem sido uma importante ferramenta para diagnóstico de 

fluidos corporais (Ahmed et al., 2010), e pode ser utilizada para identificação de 

componentes de uma mistura desconhecida (Ahmed et al., 2010). O FTIR 

permite por meio da passagem de dados espectrais a construção de imagens 

realizadas a partir de espectros de impressões digitais, podendo refletir um 

estado de saúde subjacente da amostra em análise (Baker et al., 2014). Em 

conjunto a utilização do FTIR com o potencial da utilização da saliva como fluido 

diagnóstico possibilitam que diversas patologias possam ser analisadas 

(Pereira, 2003) assim como a DRC.
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OBJETIVO

O presente trabalho tem o objetivo de investigar os efeitos da Doença 

Renal Crônica pelo modelo animal de nefrectomia 5/6 na secreção salivar não 

estimulada e estimulada, no estresse oxidativo e na caracterização do perfil 

salivar utilizando espectroscopia FTIR.

Objetivos específicos:

-Analisar o volume da secreção salivar não estimulada e estimulada por 

pilocarpina;

-Avaliar a presença do SGLT1 na membrana luminal de células ductais de 

glândulas submandibulares;

-Analisar a presença do estresse oxidativo e parte do sistema 

antioxidativo por meio de atividade enzimática;

-Caracterizar o perfil salivar, composição de IgA, amilase, cortisol e 

proteínas totais por meio de espectroscopia FTIR;

-Correlacionar componentes salivares com a concentração de creatinina 

plasmática;

-Buscar novos biomarcadores salivares para a DRC.
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MATERIAIS E MÉTODO

Este estudo foi realizado em estrita conformidade com as recomendações 

do Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratório da Sociedade Brasileira 

de Ciência Animal (SBCAL). Os procedimentos experimentais foram aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/UFU) (Licença 092/2015), de 

acordo com os Princípios Éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA).

ANIMAIS

Foram utilizados Ratos Wistar machos com 8-10 semanas pesando cerca 

de 300g obtidos junto ao Biotério Central da Universidade Federal de Uberlândia 

(UFU). Os animais foram acondicionados no Biotério setorial do Instituto de 

Ciências Biológicas e da Saúde nas seguintes condições: a) ciclo de 12/12 horas 

de claro/escuro, b) temperatura ambiente 22+2 °C; e c) oferta plena de água e 

ração para roedores. Para minimizar os efeitos circadianos, todos os 

procedimentos experimentais foram realizados entre 10:00 e 12:00 horas.

Foram estudados os seguintes animais com 3 meses (Figura 3):

a) Controle (n=8): ratos de 3 meses que não foram submetidos ao 

procedimento cirúrgico.

b) Sham (n=9): ratos de 3 meses que receberam simulação de cirurgia 

para remoção renal tipo 5/6;

c) Doença renal crônica (DRC)(n=10): ratos de 3 meses que receberam 

cirurgia para remoção renal tipo 5/6 segundo protocolo abaixo;
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Figura 3: Grupo experimentais estudados

MODELO EXPERIMENTAL

Para a indução de IRC os animais foram submetidos à ablação de 5/6 da 

massa renal sob anestesia intraperitonealrealizada com cetamina 80 mg/kg e 

xilazina 12 mg/kg (intraperitoneal). Após a laparotomia, os pedículos renais 

foram expostos e foi realizada nefrectomia direita. A seguir foi realizado uma 

ligadura de 2 ramificações da artéria renal esquerda com fio mononylon 6-0. Os 

animais foram estudados 45 dias após a nefrectomia (Figura 4) (Bergamaschi et 

al., 1997).

Figura 4 : Modelo experimental de indução da Nefropatia Crônica. (Imagem 

modificada) (Shimizu, 2005; Romero, 2013)

26



Os animais foram alocados em metabólicas por um período de 12 horas, 

após 15, 30 e 45 dias de indução da doença renal crônica. Nesse período foi 

realizada a coleta de urina e do volume de consumo de água pelos animais. E 

após 45 dias eram coletadas as amostras e os animais sacrificados. Todas as 

drogas e reagentes foram adquiridos a Sigma Chemical (St. Louis, Mo, EUA) 

(Figura 4).

PESO CORPORAL

O peso corporal dos ratos dos grupos controle, sham e DRC foram 

verificados no dia da cirurgia e 45 após a indução da DRC.

COLETA DE SALIVA NÃO ESTIMULADA

Os animais após anestesiados com cetamina 80 mg/kg e xilazina 12 

mg/kg (intraperitoneal) tiveram a secreção salivar não estimulada mensurada 

após 7 minutos de coleta (Figura 5), utilizando quatro bolas de algodão pré- 

pesadas e inseridas na cavidade oral dos animais, duas na região abaixo da 

língua e duas na região bilateral próximas aos dentes. O volume final foi 

calculado pela subtração do peso final (peso úmido) menos o peso inicial (peso

27



seco) das quatro bolas de algodão e considerando 1mg correspondente a 1 pL 

(Sabino-Silva et al., 2009).

Fluxo salivar = peso úmido -  peso seco

Figura 5: Esquema de distribuição dos grupos experimentais para coleta de 

saliva não estimulada.

COLETA DE SALIVA SOB ESTÍMULO PARASSIMPÁTICO

Os ratos anestesiados cetamina 80 mg/kg e xilazina 12 mg/kg 

(intraperitoneal) e colocados sobre uma mesa cirúrgica mantida em 36,5 °C. A 

temperatura do animal foi mensurada por termômetro retal e mantida entre 36,5 

°C e 37 °C. Após uma incisão medial na região ventral do animal foi inserida uma 

cânula (PE-250, Critchley, Austrália) na traquéia do animal, para facilitar os 

movimentos respiratórios. Em seguida foi realizada a estimulação da secreção 

salivar através do estímulo farmacológico com pilocarpina (2 mg/Kg de peso 

corpóreo, i.p., Takai et al., 1983). A saliva foi coletada durante 10 minutos após 

o início da sua secreção (Figura 6). O volume de saliva foi calculado 

considerando a diferença de peso de “ependorfs” antes e após a coleta da saliva.
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Figura 6: Esquema de distribuição dos grupos experimentais para coleta de 

saliva estimulada.

PESO DO RIM REMANESCENTE

No final dos experimentos, os ratos foram eutanizados com uma 

sobredosagem de tiopental sódico, e o rim remanescente foi removido. O tecido 

adjacente do rim foi descartado, e os rins remanescentes foram pesados. Os rins 

de animais sham e de Controle foram submetidos ao mesmo procedimento.

AVALIAÇÃO DE COMPONENTES SALIVARES POR MEIO DE FTIR

Considerando que a espectroscopia no infravermelho é uma das mais 

importantes técnicas analíticas disponíveis atualmente, foi avaliada a 

composição da glândula submandibular e da saliva coletada por estímulo 

parassimpático pelo espectrômetro de infravermelho com transformada de 

Fourier (FTIR) em regiões com espectro eletromagnético entre 4000 cm-1 e 400 

cm-1(Khaustova et al., 2010). A unidade de material de cristal em unidade ATR 

era um disco de diamante como elemento de reflexão interna. A profundidade de 

penetração da amostra varia entre 0,1 e 2 ^m e depende do comprimento de 

onda, do índice de refracção do material de cristal ATR e do ângulo de incidência 

do feixe. No cristal ATR o feixe infravermelho é refletido na interface em direção 

à amostra. Cinquenta ^l de saliva foram liofilizados utilizando um Speed-Vac 

(Thermo Savant, San Jose, CA) para obter espectros de amostra. O espectro de
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ar foi utilizado como pano de fundo na análise FTIR. O espectro de saliva foi 

tomado com 4 cm-1 de resolução e 32 varreduras foram realizadas para análise 

de amostra (Khaustova et al., 2010).

A definição do modo vibracional 1624 cm-1 foi identificado como uNH 

(Amida I) (Christersson et al., 2000, Schultz et al., 1996). A vibração de flexão 

ÕNH (Amida II) foi identificada em 1550 cm-1 (Diesel et al., 2005; Khaustova et 

al., 2010). O modo vibracional 1432 cm-1 foi atribuído a vibrações de grupos CH2 

e CH3 (Diesel et al., 2005; Khaustova et al., 2010). O modo vibracional 1409 cm- 

1 demonstra as vibrações dos grupos C = O (éster) e em 1118 cm-1 indica ys 

(PO2) e anel C-O-C (Diesel et al., 2005; Khaustova et al., 2010). O modo 

vibracional 1073 cm-1 corresponde a proteínas glicosiladas e fósforo (Diesel et 

al., 2005; Khaustova et al., 2010).

A concentração salivar de cortisol foi determinada em regiões espectrais 

de 1943-1526 cm-1, 1391-1249 cm-1 e 1115-973 cm-1. As regiões espectrais a 

1567-1526 e 1488-1406 cm-1 determinam a imunoglobulina A secretória (sIgA). 

As regiões espectrais a 1578-144, 1526-1496 e 1444-1305 cm-1 determinam a 

concentração de alfa-amilase (Khaustova et al., 2010). Cálculo do nível de 

proteína total analisado nas seguintes regiões espectrais: 1503-1440 cm-1, 

1317-1249 cm-1 e 1190-936 cm-1 (Khaustova et al., 2010) (Tabela 2).

Tabela 2: Regiões espectrais e respectivos componentes químicos.

Substância Pico

Cortisol 1 1943-1526
Cortisol 2 1391-1249
Cortisol 3 1115-973

IgA1 1567-1526
IgA2 1488-1406

A lfa-A m ilase  1 1578-144
A lfa-A m ilase  2 1526-1496
A lfa-A m ilase  3 1444-1305

Proteínas Totais 1 1503-1440
Proteínas Totais 2 1317-1249
Proteínas Totais 3 1190-936

ANÁLISE CURVA ROC

30



É uma ferramenta utilizada para descrever quantitativamente o 

desempenho de um teste diagnóstico. A partir da análise da sensibilidade e 

especificidade do teste de diagnóstico. A sensibilidade é definida como a 

probabilidade de o teste apresentar um resultado positivo, ou seja, considerar 

que o indivíduo é portador da doença, e especificidade é a probabilidade do teste 

em fornecer um resultado negativo, ou seja, de o indivíduo não ser portador da 

doença. A área sobre a curva (AUC) é uma medida resumo usual do 

desempenho do teste, e ela é estimada considerando todas as sensibilidade e 

especificidades apresentadas. Quando a capacidade do teste em diagnosticar 

for alta mais a curva se aproxima do canto superior esquerdo do gráfico, e a área 

da curva seria próxima do valor 1 (Martinez et al., 2003).

IMUNOHISTOQUÍMICA

Para verificar a localização subcelular do cotransportador de 

glicose/Na+/água SGLT1 em ductos estriados, a glândula submandibular foi 

removido e fixado em solução de formaldeído 4% tamponado (PBS) 0,1M, por 

pelo menos 24hrs. Após a fixação, o tecido foi crioprotegido em concentrações 

crescentes de sacarose (10, 20 e 30%) por no mínimo 24 h e, em seguida, 

incluído em "OCT compound” (Sakura Finetechnical Co, Tokyo). Logo após, o 

tecido glandular foi seccionado (10 gm) em criostato (Leica CM1850) e seus 

cortes histológicos foram coletados em lâminas gelatinizadas. Após a 

reidratação (30 min, TA, PBS 0,1 M) foi realizado o bloqueio dos sítios 

inespecíficos com albumina a 5% diluída em PBS + Triton por 1h. Os anticorpos 

anti-SGLT1 (1:100, Chemicon International), foi incubado durante 12 horas. Em 

seguida, os cortes foram lavados em PBS 0,1 M (3 vezes por 5 min), incubados 

com Cy5 (1:150, 1h 30min, Alexa Fluor 488), novamente lavados em PBS 0,1 M 

(2 vezes por 5 min) e, por fim, foi realizada a marcação do citoesqueleto 

indicando a membrana plasmática (faloidina conjugada à rodamina, 1:200, 1h 

30min, Molecular Probes).

Mais uma vez os cortes foram lavados com PBS 0,1 M (3 vezes por 5 

min), cobertos por uma lamínula montada com fluoropep, e analisados em 

microscópio de fluorescência (EVOS FL Imaging System, Thermo Fisher

31



Scientific). Foram analisados 3 cortes em animais controles, sham e DRC e 

selecionado um ducto representativo. Os controles negativos (CN) do 

experimento foram realizados com a omissão dos anticorpos primários. As 

imagens obtidas foram analisadas e em seguida, colocalizadas com auxílio do 

programa computacional (Image J 1.50i; National Institutes of Health, USA).

SUBSTÂNCIAS REATIVAS AO ÁCIDO TIOBARBITÚRICO (TBARS)

A peroxidação lipídica é avaliada pela formação do subproduto 

malondialdeído (MDA) que reage ao aquecimento com o ácido tiobarbitúrico 

(TBA) formando um produto de coloração róseo que é mensurado em 

fluorímetro. Para a determinação das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), as amostras foram incubadas por 2 horas em banho de água fervente 

(95°C) com ácido tricloroacético 10% e ácido tiobarbitúrico (TBA) 0.67%. Após 

resfriadas em gelo, o complexo róseo foi extraído com butanol e centrifugação. 

A fluorescência da fase orgânica foi lida a 515 nm (excitação) e 553 nm 

(emissão). Uma curva de calibração foi realizada utilizando o 1,1,3,3- 

tetrametoxipropano e submetida ao mesmo tratamento que as amostras. Os 

níveis de TBARS foram calculados em nmol TBARS/mg de proteína.

CONCENTRAÇÃO DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

Para a quantificação dos níveis de GSH, as proteínas presentes nas 

amostras foram precipitadas com ácido metafosfórico e em seguida 

centrifugados a 7000 xg por 10 min. a 4°C. O sobrenadante foi utilizado na 

análise e incubado por 15 minutos com tampão fosfato de sódio 100 mM, pH 8.0 

contendo EDTA 5mM e o-ftaldialdeído. A fluorescência foi lida a 350 nm 

(excitação) e 420 nm (emissão). As concentrações de GSH foram calculadas 

utilizando uma curva padrão de GSH (0.001 -0.1 mM) como nmol/mg de proteína.

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL PELO MÉTODO DE FRAP

A capacidade antioxidante total foi avaliada por FRAP (Ferric-Reducing 

Ability) a partir da redução do Fe+3 a Fe+2, o qual é quelado pelo TPTZ (2,4,6- 

Tris (2-piridil-s-triazina) para formar o complexo Fe+2-TPTZ, de coloração azul
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intensa. Foram adicionadas as amostras ao meio de reação contendo tampão 

acetato de sódio pH 3.6, TPTZ 10 mM e cloreto férrico 20 mM. A reação foi 

incubada por 6 min à 37°C e a absorbância foi lida a 593 nm. A capacidade 

antioxidante foi calculada a partir da curva padrão de trolox. Os resultados foram 

expressos em pmol/L.

CATALASE

A atividade da catalase foi determinada em glândulas submandibulares 

pelo decaimento de H2O2 na região UV. Foi adicionado 10 pL de triton 10 % a 

100 pL do homogeneizado, sob agitação. Após 15 minutos de repouso em gelo, 

10 pL dessa amostra foi pipetada em poços de microplaca, onde foi adicionado 

300 pL de solução de H2O2 (0,22% v:v em tampão fosfato de potássio 10 mM). 

A leitura da microplaca foi realizada imediatamente após adição da solução de 

H2O2 em fluorímetro com leitura em intervalos de 15 segundos por 10 min a 240 

nM.

AnALISES ESTATÍSTICAS

Os resultados expressos como média ± EPM. Foram comparados 

através de análise de variância (ANOVA) de uma via para dados independentes, 

utilizando-se o pós-teste Student-Newman-Keuls ou teste T não pareado. Essas 

análises foram feitas com o auxílio do programa computacional GraphPad 

Prism®, v. 3,02 (GraphPad, USA). Com nível de significância estabelecido de 5% 

(valor descritivo de P<0,05).
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RESULTADOS

O peso corporal e o peso do rim remanescente dos animais estão 

ilustrados na figura 7. Não ocorreu diferença (P>0,05) no peso dos animais 

controles, sham e DRC previamente a simulação de cirurgia ou cirurgia de 

nefrectomia 5/6, respectivamente (Figura 7, A). Além disso, 6 semanas após o 

início dos experimentos, o peso corporal manteve-se inalterado (P>0,05) entre 

animais controles, sham e DRC (Figura 7, B). Como esperado, o peso do rim 

remanescente foi aumentado 43% e 47% (P<0,05) em ratos DRC quando 

comparados com controle e sham, respectivamente (Figura 7, C).

Figura 7: Peso corporal e Peso do Rim Remanescente. A- Peso dos animais 24 

horas antes da cirurgia ou simulação. B- Peso dos animais 6 semanas após a 

cirurgia ou simulação.C- Peso do rim remanescente 6 semanas após a cirurgia 

ou simulação em animais controle, sham e doença renal crônica (DRC). Os 

valores são expressos em média ± EPM. ANOVA One-Way, pós-teste Student 

Newman Keuls,* P<0,05 vs Controle; # P<0,05 vs Sham.
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A ingestão de água e o volume de urina foram semelhantes nos ratos 

controle, sham e DRC antes da simulação de nefrectomia ou nefrectomia 5/6. 

Duas semanas após a cirurgia a ingestão de água e volume de urina 

permaneceram semelhantes entre animais controle, sham e DRC (P>0,05) 

(Figura 8A, 8B, 8C e 8D). A ingestão de água 4 semanas após a cirurgia foi 

semelhante em animais controles, sham e DRC (Figura 8E). No entanto, o 

volume de urina em animais DRC após 4 semanas foi aumentado 27% e 37% 

(P<0,05) quando comparado com controles e sham, respectivamente (P< 0,05) 

(Figura 8F). Após 6 semanas, a ingestão de água aumentou 28% e 48% (P<0,05) 

em animais DRC quando comparados com animais controles e sham, 

respectivamente. De forma paralela, o volume de urina 6 semanas após a 

nefrectomia 5/6 foi aumentado 75% e 91% (P<0,05) em comparação com 

controle e sham, respectivamente (Figura 8G e 8H).

35



Figura 8: Consumo de água e Volume de Urina. A- Consumo de água durante 

24h previamente a cirurgia ou simulação. B- Volume urinário durante 24h 

previamente a cirurgia ou simulação. C- Consumo de água diário 2 semanas 

após a cirurgia ou simulação. D- Volume urinário diário 2 semanas após a 

cirurgia ou simulação. E- Consumo de água diário 4 semanas após a cirurgia ou 

simulação. F- Volume urinário diário 4 semanas após a cirurgia ou simulação. G- 

Consumo de água diário 6 semanas após a cirurgia ou simulação. H- Volume 

urinário diário 6 semanas após a cirurgia ou simulação em animais controles, 

sham e doença renal crônica (DRC). Os valores são expressos em média ± EPM. 

ANOVA One-Way, pós-teste Student Newman Keuls,* P<0,05 vs Controle; # 

P<0,05 vs Sham.
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A concentração de creatinina urinária foi reduzida 52% e 45% (P<0,05) 

em animais DRC em comparação com controles e sham, respectivamente. Além 

disso, a concentração da creatinina urinária em animais controles e sham foram 

semelhantes (P>0,05) (Figura 9A). Como esperado, a concentração de 

creatinina sérica foi aumentada 31% e 22% (P<0,05) em animais DRC em 

comparação com controles e sham. A concentração da creatinina sérica em 

animais controles e sham também foram semelhantes (P>0,05) (Figura 9B).

Figura 8: Concentração de creatinina urinária e sérica. A- Creatinina urinária 

coletadas nas 24 horas anteriores do momento da coleta de tecidos realizado 6 

semanas após a cirurgia ou simulação. B- Creatinina sérica após 6 semanas de 

nefrectomia 5/6 ou simulação em animais controle, sham e doença renal crônica 

(DRC). Os valores são expressos em média ± EPM. ANOVA One-Way, pós-teste 

Student Newman Keuls,* P<0,05 vs Controle; # P<0,05 vs Sham.

Ao analisarmos o peso das glândulas salivares parótida (Figura 9A), 

submandibular (Figura 9B) e sublingual (Figura 9C) verificamos que não ocorreu 

alteração (P>0,05) entre os animais controle, sham e DRC.

No entanto, a razão entre o fluxo salivar estimulado dividido pelo peso 

glandular (soma do peso da parótida, da submandibular e da sublingual) e o fluxo 

salivar estimulado permaneceram inalterados (p> 0,05) (Figura 9D e 9E). O fluxo 

salivar não estimulado foi reduzido 51% e 53% (P<0,05) nos animais DRC em 

relação aos animais de controles e sham, respectivamente (Figura 9F).
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Figura 9: Peso das glândulas salivares e mensuração do fluxo salivar. A- Peso 

da glândula parótida. B- Peso da glândula submandibular. C- Peso da glândula 

sublingual. D- Razão da saliva estimulada pelo peso glandular de parótida, 

submandibular e sublingual. E- Saliva estimulada. F- Saliva não-estimulada em 

animais controles, sham e doença renal crônica (DRC). Os valores são 

expressos em média ± EPM. Teste T Student não pareado. *P<0,05 vs Controle; 

# P<0,05 vs Sham.

Buscando justificar a redução da secreção de saliva não-estimulada em 

animais DRC, foi realizada a imunofluorescência para marcação subcecular do 

cotransportador de Na+/glicose/água SGLT1. A análise em células ductais de 

glândula submandibular de ratos controles, Sham e DRC revelou ausência de 

marcação em membrana luminal de glândulas submandibulares em animais 

controles, sham e DRC (Figura 10 A-I).
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Figura 10: SGLT1 em células de ducto estriado de ratos controles (A-C), sham 

(D-F) e DRC (G-I). A marcação de membrana plasmática, na cor vermelha, com 

faloidina-rodamina está representada na primeira coluna (A, D e G), A marcação 

do SGLT1, na cor verde está representada na segunda coluna (B, E e H) e a 

sobreposição das mesmas fotomicrografias, para colocalização da proteína 

SGLT1, na terceira coluna (C, F e I). A seta indica a membrana luminal da célula 

ductal. Barra: 25gm.

A figura 11 demonstra a regulação de um marcador de estresse oxidativo 

(TBARS) e a atividade de enzimas do sistema anti-oxidante em glândulas 

submandibulares de animais controles, sham e DRC. A peroxidação lipídica 

(TBARS) aumentou nos animais DRC em comparação com os animais controle 

e sham (P<0,05). Além disso, não ocorreu diferença significativa (P>0,05) na
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TBARS de glândula submandibular entre animais controles e sham (Figura 11A). 

A atividade da catalase foi similar (P>0,05) em animais controle, sham e DRC 

(Figura 11B). A atividade de FRAP foi reduzida (P<0,05) em animais sham em 

comparação com controles. Foi demonstrado ainda aumento (P<0,05) da 

atividade de FRAP em animais DRC em comparação com animais sham (Figura 

11C). E aumento (P<0,05) da atividade de glutationa peroxidase (GSH) em 

glândulas submandibulares de animais DRC em comparação com controles e 

sham. Além disso, não ocorreu diferença (P>0,05) entre animais controles e 

sham (Figura 11D).

Figura 11: Gráfico de análise de biomarcadores do estresse oxidativo e enzimas 

antioxidantes na glândula submandibular de ratos controle, sham e DRC. A -  

Atividade de peroxidação lipídica (TBARS). B -  Atividade da catalase. C - 

Capacidade antioxidante total. D -  Atividade da glutationa peroxidase (GSH). Os 

valores são expressos em média ± EPM. ANOVA One-Way, pós-teste Student 

Newman Keuls,*P<0,05 vs Control; #P<0,05 vs Sham.
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O espectro infravermelho de saliva estimulada por pilocarpina é uma 

superposição de vários compostos e as intensidades das bandas de absorção 

neste espectro de FTIR são diretamente proporcionais à concentração destes 

componentes. Os espectros FTIR da saliva de ratos controles, sham e DRC 

estão representados na figura 12. Foram identificados 6 picos comuns nos três 

grupos estudados com os seguintes comprimentos de onda de: 3332 cm-1 

identificado como terminações NH e OH, 2935 cm-1 identificado como CH,1624 

cm-1 identificado como Amida I (uNH), 1550 cm-1 identificado como Amida II 

(ÕNH), 1432 cm-1 identificado como vibrações de grupos CH2 e CH3, 1409 cm-1 

identificado como vibrações dos grupos C = O (éster), 1118 cm-1 identificado 

como ys(P02) e anel C-O-C e 1073 cm-1 identificado como ys(P02) e anel C-O- 

C proteínas glicosiladas e fósforo (Figura 12).

Figura 12: Espectro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) em 

saliva de animais controle, sham e doença renal crônica (DRC).
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Buscando indicar modos vibracionais com potencial para diferenciar a 

DRC na saliva, a figura 13 indica os valores de fold change (indicando quantas 

vezes a absorbância está mais ou menos intensa em determinada situação 

comparada a outra) do espectro de FTIR da saliva de animais controles (Figura 

13 A) e sham (Figura 13 B) em relação aos animais DRC. Destacam-se as 

alterações de fold change relativas aos modos vibracionais 1776 cm-1, 948 cm-1 

, 911 cm-1 e 884 cm-1 com fold change maior que 0,5 (>0,5); 860 cm-1 com fold 

change maior que 1 (>1) e 964 cm-1 que apresentou fold change maior que 1,5 

(>1,5) em ambas comparações.

Figura 13: Alterações de fold change relativas aos modos vibracionais do 

espectro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) em saliva de 

animais controle (A) e sham (B) em comparação com doença renal crônica 

(DRC).
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Buscando diferenciar os modos vibracionais ~1432 cm-1 e ~1409 cm-1, a 

figura 14 demonstra o pré-processamento com a primeira derivada Savitzky- 

Golay em parte do espectro (1450 cm-1 até 1350 cm-1) de infravermelho com 

transformada de Fourier (FTIR) em saliva de animais controle, sham e doença 

renal crônica (DRC). Após este pré-processamento fica evidente a redução do 

modo vibracional ~1432 cm-1 na saliva de animais DRC em comparação com 

controles e sham.

Figura 14: Pré-processamento com primeira derivada Savitzky-Golay do 

espectro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) em saliva de 

animais controle, sham e doença renal crônica (DRC).

A concentração de cortisol salivar foi aumentada (P<0,05) em ratos DRC 

em comparação com ratos controles e sham. As concentrações de cortisol
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salivar nos ratos controles e sham não foram alteradas (P>0,05) (Figura 15A). A 

imunoglobulina A (IgA) foi reduzida (P<0,05) em ratos DRC em comparação com 

ratos controles e sham. Como esperado, a IgA salivar de ratos controles e sham 

não foi alterada (Figura 15B). As concentrações da amilase e as proteínas totais 

na saliva de ratos controle, sham e DRC foram similares (P>0,05) (Figura 15C e 

Figura 15D) respectivamente.

A Cortisol salivar B IgAsalivar

C Amilase salivar D Proteínas totais d!a saliva

Figura 15: Absorbâncias obetidas em FTIR. A- Concentração de cortisol, IgA, 

amilase e proteínas totais da saliva em animais controles, sham e DRC 

mensuradas por FTIR.Concentração de cortisol na saliva. B- Concentração de 

IgA na saliva. C- Concentração amilase salivar. D- Concentração proteínas totais 

na saliva de animais controle, sham e doença renal crônica (DRC). Os valores 

são expressos em média ± EPM. ANOVA One-Way, pós-teste Student Newman 

Keuls / Teste T Student não-pareado. *P<0,05 vs Controle; # P<0,05 vs Sham.
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Para demonstrar o potencial diagnóstico da análise salivar do cortisol por 

espectroscopia FTIR foram analisadas a saliva de ratos de controles, sham e 

DRC. A correlação de Pearson entre a creatinina sérica e o cortisol salivar não 

foi significativa (R2 de 0,3159, P<0,05) (Figura 16A). No entanto, os resultados 

demonstraram que o cortisol salivar teve área sob a curva (AUC) de 0,911 (ROC 

= 0,911, P < 0,05), com uma sensibilidade de 88,9% e especificidade de 80% 

em comparação com controle (Figura 16B). Em paralelo, os resultados 

demonstraram que o cortisol salivar teve AUC de 0,8519 (ROC = 0,8519, P < 

0,05), com uma sensibilidade de 88,89% e especificidade de 83,33% em 

comparação com controle (Figura 16C).
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Figura 16: Correlação de Pearson entre cortisol salivar e creatinina sérica e 

Curva de ROC para diagnóstico de DRC por meio de cortisol salivar de animais 

controles, sham e DRC. A- Correlação de Pearson entre a concentração de 

cortisol salivar e creatinina sérica. . B- Curva ROC do cortisol salivar entre 

animais Controle e DRC. C- Curva ROC do cortisol salivar entre animais sham e 

DRC.
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A figura (Figura 17A) demonstra que ocorreu uma correlação de Pearson 

negativa entre concentração da IgA salivar com a concentração de creatinina 

sérica (R2 de -0,6489, P<0,05). A análise de Curva ROC para avaliar o potencial 

deste biomarcador em testes diagnósticos apresentou valores de AUC de 0,975 

(ROC = 0,975, P<0,05), com sensibilidade de 87,5% e especificidade de 100% 

em comparação com animais controles (Figura 17B). A análise de Curva ROC 

para avaliar o potencial do biomarcador em testes diagnósticos apresentou 

valores de AUC de 0,8750 (ROC = 0,8750, P<0,05), com sensibilidade de 87,5% 

e especificidade de 85,71% em comparação com animais sham (Figura 17C).
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Figura 17: Correlação de Pearson entre IgA salivar e creatinina sérica e Curva 

de ROC para diagnóstico de DRC por meio de IgA salivar de animais controles, 

sham e DRC. A- Correlação de Pearson entre a concentração de IgA salivar e 

creatinina sérica. B- Curva ROC do IgA salivar entre animais Controle e DRC. C- 

Curva ROC do IgA salivar entre animais sham e DRC.
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DISCUSSÃO

É amplamente aceito que a DRC está associada a mudanças na saúde 

bucal. O presente estudo analisa, pela primeira vez, o impacto da DRC no fluxo 

salivar não estimulado e a caracterização da saliva estimulada por pilocarpina 

pela espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) no 

modelo experimental de nefrectomia 5/6. Demonstramos evidência de redução 

do fluxo salivar não estimulado e manutenção do fluxo salivar estimulado pela 

pilocapina na DRC em comparação com ratos não-DRC. Além disso, a DRC 

aumentou a concentração salivar de cortisol e diminuiu os níveis de IgA medidos 

por espectroscopia FTIR. Observou-se também uma boa precisão com alta 

sensibilidade e especificidade na análise da curva ROC de cortisol salivar e IgA 

salivar para diagnóstico de DRC..

Aparentemente, a ingestão de água e as alterações do volume da urina 

não foram alteradas até 2 semanas após a nefrectomia 5/6. No período entre a 

segunda e quarta semanas, os ratos DRC apresentaram aumento no volume de 

urina com manutenção do consumo hídrico. Além disso, os ratos com DRC 

mantiveram níveis elevados de volume de urina e exibiram aumento na ingestão 

de água dentro de 4 a 6 semanas. Foi relatado que o volume de urina e a 

ingestão de água estão aumentados em camundongos 2 semanas após 

nefrectomia 5/6 (Gava et al., 2012).. Considerando que os ratos do presente 

trabalho apresentaram alterações do volume urinário e consumo hídrico de 

forma mais tardia, acreditamos que estas divergências ocorreram por níveis 

menos severos de comprometimento renal ou por divergência do efeito da DRC 

em ratos e camundongos. Corroborando este trabalho, também foi evidenciado 

aumento do peso do rim remanescente na nefropatia induzida por nefrectomia 

5/6. Este aumento do peso do rim remanescente ocorre devido ao aumento da 

microcirculação dos glomérulos renais remanescentes associado com aumento 

do volume de filtração (Ellis et al., 1977; Tapia, 1999; Gava et al., 2012). Os 

animais DRC demonstraram os mesmos perfis metabólicos e urinários descritos 

em estudos anteriores, nos quais a ingestão de água, o volume de urina e o peso 

renal aumentaram em DRC após 4 semanas sem alteração do peso corporal (Li
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et al., 2012, Gámez-Méndes et al., 2014, Szabo et al., 2008, Veiga et al., 2016). 

Em conjunto estes dados indicam a presença de doença renal crônica. É aceito 

que o período experimental de 8 semanas como um estádio moderado de DRC 

(redução de ~ 50% na função renal) (Bergamaschi et al., 1997).

Nossos dados corroboram com outros trabalhos que indicaram aumento 

da concentração de creatinina sérica (Bergamaschi et al., 1997; Romero et al., 

1999; Tsuruoka et al., 2002; lenaga & Yokozawa, 2010), o que está 

correlacionado com a redução da concentração de creatinina urinária, proteinúria 

e redução da presença de glomérulos renais (Gava et al., 2012). Em conjunto os 

dados indicam que o modelo de nefrectomia 5/6 promoveu o desenvolvimento 

de uremia e aumento da concentração de creatinina plasmática, o que confirma 

a instalação da doença renal crônica. Comparando a severidade das alterações 

do presente trabalho com a literatura, os dados indicam a instalação da DRC em 

estágio moderado. Esta severidade da DRC está associada ao tempo (6 

semanas) após a nefrectomia 5/6.

A detecção precoce da DRC desempenha um papel crucial para reduzir a 

gravidade e possíveis complicações do processo da doença, desta forma o 

período experimental de 6 semanas foi escolhido para estudar os parâmetros 

salivares em estágios iniciais e moderados da DRC.

Aparentemente, os pesos da parótida, submandibular e sublingual 

permaneceram semelhantes nos ratos controles, sham e DRC. Não 

encontramos outros estudos que mostraram peso da glândula salivar em 

modelos DRC. No entanto, os possíveis efeitos da DRC no peso da glândula 

salivar após uma exposição mais prolongada aos danos sistêmicos produzidos 

pela DRC precisam ainda ser cuidadosamente investigados. Além disso, a 

manutenção do fluxo salivar estimulado pela pilocarpina indica que a ativação da 

via intracelular do receptor muscarínico-fosfolipase C-IP3-Ca++ não está 

alterada pelos efeitos diretos ou indiretos da DRC. Isto corrobora outro trabalho 

que demonstrou manutenção do fluxo salivar estimulado com pilocarpina mesmo 

em períodos mais prolongados de indução da DRC (8 e 12 semanas após a 

nefrectomia 5/6; Romero et al., 2016).Além disso, o fluxo salivar estimulado pelo
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agonista p-adrenérgico foi reduzido apenas no estágio mais avançado da DRC 

com 12 semanas e não ocorreu com 8 semanas (Romero et al., 2016).

Pelo nosso conhecimento, esta é a primeira vez que foi descrito 

diminuição no fluxo salivar não estimulado em ratos portadores de DRC. 

Considerando que a via parassimpática de estímulo da secreção salivar não foi 

alterada mesmo em estágios avançados da DRC, acreditamos que a redução da 

secreção salivar não estimulada ocorreu devido a alterações na via intracelular 

simpática mediada por receptores a-adrenérgicos. Outros estudos em seres 

humanos também demonstraram que o fluxo salivar não estimulado estava 

comprometido em pacientes com doença renal submetidos à hemodiálise (Kho 

et al., 1999; Bayraktar et al., 2004).

Buscando avaliar o mecanismo fisiológico que promove a redução da 

secreção salivar, avaliamos a presença do cotransportador de glicose/Na+/Água 

SGLT1 na membrana luminal de células ductais. No entanto, diferentemente do 

que ocorreu em animais diabéticos e hipertensos, a redução do fluxo salivar não- 

estimulado não pode ser relacionada com a presença deste cotransportador na 

na membrana luminal de células ductais (Sabino-Silva et al., 2009; Sabino-Silva 

et al., 2013). Considerando que a análise nos animais DRC ocorreu após o 

estímulo parassimpático, acreditamos que novas análises em condições de 

ausência de conhecidos estímulos salivatórios seja a ideal. Considerando que a 

atividade simpática promove aumento da translocação do SGLT1 ductal (Sabino- 

Silva et al., 2013), acreditamos que não ocorre aumento da atividade simpática 

dirigida para as glândulas salivares nos animais DRC após 6 semanas de 

nefrectomia 5/6.

Adicionalmente, foi demonstrado aumento do estresse oxidativo 

evidenciado pelo aumento de TBARS na glândula submandibular de ratos DRC. 

Considerando os potenciais efeitos deletérios do estresse oxidativo em tecidos 

glandulares, espera-se que a manutenção desta condição possa promover 

danos ao processo de secreção salivar (volume e/ou composição). 

Aparentemente, nesta patologia a GSH é a primeira enzima antioxidante que 

procura reverter o estresse oxidativo na glândula submandibular, visto que esta 

enzima aumenta sua atividade enquanto que a catalase permanece inalterada.
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Considerando que existe um aumento da capacidade antioxidante total (FRAP) 

e um aumento da GSH, percebe-se que o aumento do estresse oxidativo ocorre 

provavelmente por uma produção aumentada de espécies reativas de oxigênio 

diretamente na glândula submandibular e não por um dano do sistema 

antioxidante. No entanto, sabe-se que o aumento das espécies reativas de 

oxigênio pode ter migrado de outros territórios para aglândula submandibular por 

meio da irrigação sanguínea.

Devido ao baixo volume de saliva não estimulada, avaliamos o perfil 

salivar na DRC somente na saliva estimulada pela via parassimpática. A análise 

de espectroscopia FTIR demonstrou um perfil de espectroscopia semelhante a 

outros trabalhos que avaliaram a saliva por esta técnica (Khaustova et al., 2010; 

Mikkonen et al., 2016; Júnior et al., 2015). Não identificamos estudos avaliando 

a saliva em pacientes ou animais experimentais com DRC. Não identificamos 

nenhum modo vibracional especificamente na saliva de animais com DRC, o que 

certamente possibilitaria um diagnóstico salivar de DRC ainda mais preciso. No 

entanto, uma análise ainda mais detalhada por meio de deconvoluções e 

derivadas de Savitzky-Golay realizadas em todo o espectro salivar identificamos 

componentes específicos na saliva em condições de DRC.

A análise qualitativa demonstra um aumento do perfil médio do modo 

vibracional 1550 cm-1 que indica a presença de amida II e uma redução dos 

modos vibracionais em 1432 cm-1 e 1409 cm-1 que indicam a presença de 

CH2/CH3 e carbonila. A carbonila é um grupo funcional constituído de um átomo 

de carbono e um de oxigênio, ligados por ligação dupla. O aumento de modos 

vibracionais específicos de proteínas e a redução de outros modos vibracionais 

também relacionados com proteínas é um forte indicativo de que algumas 

proteínas apresentam aumento de concentração e outras uma diminuição na 

saliva em portadores de DRC. Desta maneira, percebe-se a necessidade 

análises de proteínas específicas na saliva de pacientes com DRC para 

relacionar com as alterações orais frequentes nesta população.

Além disso, a redução do modo vibracional 1432 cm-1 , que é associado 

ao grupamento CH2 presente no colesterol (Huagn et al., 2011), pode indicar 

possíveis alterações na presença de lipídeos e colesterol na saliva. .
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Baseado no elegante trabalho de Khaustova e colaboradores, avaliamos 

a presença de cortisol, IgA, amilase e proteínas totais na saliva. Recentemente, 

o nível de cortisol sérico e o cortisol salivar foram negativamente correlacionados 

com a taxa de filtração glomerular (TFG) (Li et al., 2016; PMID: 26800302). Foi 

também sugerido que o cortisol poderia alterar a função renal diretamente por 

seus efeitos na função glomerular e tubular. Os efeitos hormonais agudos do 

cortisol aumentaram a TFG, enquanto os efeitos a longo prazo dos níveis mais 

elevados de cortisol podem diminuir a TFG (Li et al., 2016; Smets et al., 2010). 

Sabe-se que o cortisol salivar pode ser encontrado na forma livre e sua 

concentração correlaciona com o sangue (Khaustova et al., 2010). De acordo 

com isso, em ratos DRC, o aumento do cortisol sanguíneo pode estar associado 

com concentração mais elevada de cortisol salivar. Recentemente, foi descrito 

que em pacientes com DRC os níveis de cortisol salivar e sanguíneo também se 

correlacionam (Raff & Trivedi,2012). Foi sugerido que pacientes com DRC 

apresentam uma sensibilidade reduzida do feedback negativo produzido por 

dexametasona (Raff & Trivedi,2012), o que contribui para o aumento de cortisol 

plasmático dependente de ACTH (hormônio adrenocorticotrófico). Acreditamos 

que a análise do cortisol salivar por meio de FTIR apresenta grande potencial 

para diagnóstico de Síndrome de Cushing, Considerando o grande estigma da 

presença desta síndrome em pacientes com DRC (Raff & Trivedi,2012), a análise 

de cortisol salivar por meio de espectroscopia FTIR apresenta aplicabilidade 

reconhecida.

A IgA salivar tem sido descrita como proteína fundamental na primeira 

linha de defesa do organismo contra patógenos na cavidade oral (Khaustova et 

al., 2010). A secreção salivar de IgA responde mais intensamente em níveis de 

alta frequência de estimulação simpática dirigida para as glândulas 

salivares(Carpenter et al., 2000). Em humanos, não foi encontrado alteração no 

nível de IgA salivar entre pacientes com DRC em comparação com indivíduos 

saudáveis. No entanto, durante a hemodiálise, a concentração da IgA foi 

aumentada (Pallos et al., 2015). A redução dos níveis de IgA salivar em ratos 

DRC, pode indicar uma alteração da atividade simpática ou diretamente nas 

glândulas salivares durante a secreção desta proteína.
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Já foi demonstrado em estudos clínicos e experimentais uma correlação 

da concentração de uréia no sangue e na saliva (Mash et al., 1965; Akai et al., 

1983; Shannon et al., 2002; Lasisi et al., 2016; Romero et al., 2016). Além disso, 

sabe-se que a gravidade da doença renal está correlacionada a concentração 

de ureia na saliva (Tomas et al., 2008). Também foi demonstrado que os níveis 

de creatinina salivar podem ser determinados para monitorar a DRC nos estádios 

4 e 5 (Lasisi et al., 2016) No presente estudo foi observado que as análises 

salivares do cortisol e da IgA podem ser utilizadas para complementar 

plataformas diagnósticas com intuito de substituir ou reduzir o a utilização do 

sangue e urina.

A nefropatia induzida por IgA é uma doença muito prevalente em todo o 

mundo e uma importante causa da doença renal crônica (Wyatt et al., 2013), e 

já foi observado o depósito de IgA na região mesangial do rim (Wang et al., 

2013). Alguns dados apontaram que pacientes podem apresentar uma remissão 

de alguns achados clínicos (concentração de creatinina sérica), no entanto, a 

biópsia quando repetida geralmente indica a presença de IgA glomerular (Hotta 

et al., 2002). Considerando que as glândulas salivares são um dos territórios com 

maior secreção de IgA, estudos adicionais poderão indicar que ocorre secreção 

da IgA salivar direcionada para o líquido extracelular (membrana basolateral) ao 

invés do direcionamento fisiológico para o lúmen acinar (membrana luminal). 

Acreditamos que parte da IgA presente no território renal na condição de DRC, 

pode ter sido secretada pelas glândulas salivares. Em outros territórios já foi 

descrito um acoplamento de amilase com IgA que poderiam formar complexos 

protéicos com direcionamento intracelular alterado.

Para que a análise salivar possa ser utilizada como importante valor 

diagnóstico tem-se a necessidade de comparar futuramente os diagnósticos 

salivares com os métodos de diagnóstico padrão disponível atualmente. 

Considerando que a sensibilidade e a especificidade são as características 

básicas para determinar a exatidão do teste diagnóstico, a análise da curva ROC 

é utilizada para determinar o potencial de diagnóstico da saliva (Peng et al., 

2013). A curva ROC avalia a sensibilidade que é a probabilidade de um método 

diagnóstico produzir um resultado positivo quando o indivíduo é portador da

54



doença; e a especificidade que é a probabilidade do método produzir um 

resultado negativo quando o indivíduo não é portador da doença. (Martinez et 

al., 2003).

Um estudo anterior demonstrou sensibilidade de 97% e especificidade de 

86% utilizando a creatinina salivar para monitorar a DRC nos estádios 4 e 5 

(Lasisi et al., 2016). No presente estudo a análise salivar do cortisol e do IgA 

utilizando a espectroscopia FTIR apresentaram valores altos de sensibilidade e 

especificidade, especialmente quando se considera a utilização de uma técnica 

com utilização de recursos financeiros muito baixa. A sensibilidade do cortisol 

salivar foi de 88,8% e especificidade 80%, enquanto que para a IgA salivar a 

sensibilidade foi de 87,5% e a especificidade de 100%.
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CONCLUSÃO

S Em conjunto, nossos resultados demonstraram que animais portadores 

de DRC apresentam níveis normais de secreção salivar estimulada por 

pilocarpina e fluxo de saliva não estimulada diminuído 6 semanas após a 

nefrectomia 5/6. Além disso, mostramos um aumento da concentração de 

cortisol salivar e a redução de IgA salivar avaliados por meio de 

espectroscopia FTIR. Adicionalmente, evidenciamos por meio de análises 

de correlação com a creatinina plasmática e dos valores de sensibilidade 

e especificidade que o cortisol salivar e a IgA mensurados por 

espectroscopia FTIR apresentam grande potencial como biomarcadores 

para a doença renal crônica.
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Universidade Federal de Uberlândia
-  Comissão de Ética na Utilização de Animais - C om issão  de Etica na 

U tilização de An im ais 
C E U A

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliação de mecanismos 
moleculares envolvidos na hipossalivação em modelo experimental 

de insuficiência renal crônica”, protocolo n° 092/15, sob a 
responsabilidade de Robinson Sabino da Silva -  que envolve a 

produção, manutenção e/ou utilização de animais pertencentes ao 
filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa científica -  
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de 
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e 
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da 

Experimentação Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela 
COMISSÃO DE ÉTICA NA UTILIZAÇÃO DE ANIMAIS (CEUA) da 
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA, em reunião de 27

de novembro de 2015.

(We certify that the project entitled "Avaliação de mecanismos moleculares envolvidos na 
hipossalivação em modelo experimental de insuficiência renal crônica", protocol 092/15, under 
the responsibility of Robinson Sabino da Silva - involving the production, maintenance and/or 
use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of 
scientific research - is in accordance with the provisions of Law n° 11.794, of October 8th, 2008, 
of Decree n° 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control 
of Animal Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON 
ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLÂNDIA, in meeting of 
November 27th, 2015).

Vigência do Projeto Início: 20/12/2015 / Término: 01/06/2017
Espécie / Linhagem / Grupos Taxonômicos - / Ratos Wistar
Número de animais 30
Peso / Idade 250g / 2 meses
Sexo Machos
Origem / Local Biotério Central da UFU
Número da Autorização SISBIO -
Atividade(s) -

Uberlândia, 28 de janeiro de 2016.

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU



Universidade Federal de Uberlândia 
Pró-Reitoria de Pesquisa e Pós-Graduação 

Comissão de Ética na Utilização de Animais (CEUA) 
Rua Ceará, S/N - Bloco 2T, sala 113 -  CEP 38405-315 

Campus Umuarama -  Uberlândia/MG -  Ramal (VoIP) 3423; 
e-mail:ceua@propp.ufu.br; www.comissoes.propp.ufu.br

ANÁLISE FINAL N° 009/16 DA COMISSÃO DE ÉTICA NA UTILIZAÇÃO DE 
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 092/15

Projeto Pesquisa: "Avaliação de mecanismos moleculares envolvidos na 
hipossalivação em modelo experimental de insuficiência renal crônica”.

Pesquisador Responsável: Prof. Dr. Robinson Sabino da Silva

O protocolo não apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com 
animais nos limites da redação e da metodologia apresentadas. Ao final da 
pesquisa deverá encaminhar para a CEUA um relatório final.

SITUAÇÃO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANÇA NO PROTOCOLO 
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE 
ANÁLISE E APROVAÇÃO DA MESMA.

Uberlândia, 28 de janeiro de 2016.

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU
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