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IMPLEMENTACAO DA ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR
TRANSFOMADA DE FOURIER COM MODO DE REFLEXAO TOTAL ATENUADA
(ATR-FTIR) PARA DIAGNOSTICO SALIVAR DE ASMA

IMPLEMENTATION OF ATTENUATED TOTAL REFLECTION FOURIER-
TRANSFORM INFRARED (ATR-FTIR) SPECTROSCOPY FOR SALIVARY
DIAGNOSIS OF ASTHMA

Mateus Alves Ferreira
Léia Cardoso de Souza
Robinson Sabino da Silva
RESUMO

Asma ¢ uma condi¢do comum que afeta cerca de 10% da populagdo mundial. Esta condicao
desenvolve sintomas que tem uma quantidade grande de diagnosticos diferenciais. O protocol
padrdo-ouro para o diagndstico da asma exige andlises de espirometria que quando nao
acessiveis, podem levar a falhas no diagnodstico durante o atendimento de cuidados primarios.
ATR-FTIR ¢ uma plataforma répida, livre de regentes, ndo destrutiva e com alta acuracia que
pode analisar amostras bioldgicas ndo-invasivas como a saliva. O presente trabalho visa avaliar
o perfil salivar por meio da espectroscopia ATR-FTIR para andlise da composi¢ao da saliva em
animais asmaticos comparado a ndo asmaticos buscando a implementacdo de diagndstico
salivar. Foram utilizados ratos Wistar machos (350g /média) que foram divididos em dois
grupos: Nao-Asmaticos tratados com salina (SAL — n = 7) e Asmaticos tratados com
ovalbumina (OVA —n = 7). A asma foi induzida através da sensibilizacdo por ovalbumina e
hidréxido de aluminio — AL(OH)3 (s.c.), nos dias 0, 7 e 14. Nos dias 21, 22 e 23, os animais
OVA receberam desafio antigénico com ovalbumina intranasal. Apds 48h do ultimo desafio,
os animais foram anestesiados para coleta salivar estimulada por pilocarpina e analise em FTIR.
CEUA: 144/16 O grupo OVA apresentou alteracdes no pico de frequéncia 943cm™,
apresentado na curva ROC, sensibilidade de 100% e especificidade de 71,43%. Desta forma,
percebe-se que a asma pode promover alteracdes na composicao da saliva, o que pode ser

utilizado para diagndstico salivar da asma.

Palavras-chave: Asma; Biomarcadores; Diagnoéstico salivar; FTIR ;Secre¢do salivar;



ABSTRACT

Asthma is an extremely common condition with a global prevalence of ~ 10%. This condition
develop symptoms which have a broad differential diagnosis. The gold standard protocol to
diagnose asthma needs spirometrical analysis, so when it is not accessible the diagnosis are
often poorly available to primary care physicians. ATR-FTIR is a rapid, free-label, non-
destrutive and high-accurated platform that can analyse non-invasive samples of saliva. The
present work aims at the salivary profile in the ATR-FTIR spectroscopy to analyze the
composition of saliva in asthmatic animals compared to non-asthmatic ones. Male Wistar rats
(mean of 350g) were divided into two groups: Non-Asthmatics treated with saline (SAL - n =
7) and Asvalids treated with ovalbumin (OVA - n = 7). Asthma was induced through
ovalbumine and aluminum alloxide (AL) (OH) 3 (s.c.) on days 0, 7 and 14. On days 21, 22 and
23, OVA animals were observed to be antigenic with intranasal Ovalbumin. After 48 hours
from the end of the game, the animals were anesthetized to collect saliva by pilocarpine and
analyzed in FTIR. CEUA: 144/16 Asthmatic animals of the OVA group presented changes in
the peak frequency 943cm™!, in the ROC curve with 100% and specificity of 71.43%. In this
way, it is perceived that it can promote changes in saliva, which may be used to salivary

diagnosis od asthma.

Keywords: Asthma; Biomarkers; Salivary diagnosis; FTIR ; Salivary secretion,;



I- INTRODUCAO

A asma ¢ uma doenga inflamatoria cronica que apresenta hiper-responsividade muco
bronquiolar. A asma ¢ manifestada clinicamente por eventos de broncoespasmo, dispneia,
opressao toracica, tosse sibilos expiratorios, associados a secre¢do de muco (III CONSENSO
BRASILEIRO NO MANEJO DA ASMA, 2002). A prevaléncia das doencas alérgicas
aumentou muito nos ultimos anos, afetando cerca de 35% da populagdo mundial. A asma ¢ uma
das principais doengas alérgicas que afeta mais de 300 milhdes de pessoas no mundo, sendo um
problema crescente de satde publica (PAWANKAR et al., 2011). No Brasil, a asma acomete
cerca de 10% da populagdo e ¢ a terceira causa de internagio hospitalar no Sistema Unico de
Satde (SUS), computando 450 mil hospitalizagdes ao ano (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A asma ¢ uma reacdo de hipersensibilidade do tipo I (imediata) que ¢ mediada por
imunoglobulina E. Os componentes celulares primarios nesta reagdo de hipersensibilidade sdo
os mastocitos ou basofilos. (ABBAS, 2008). Nesta reagdo, os anticorpos reagem rapidamente
apresenca do antigeno (alérgeno) e esta reagdo provoca a ativagdo dos mastdcitos com liberacao
da histamina e de outras enzimas vasoativas que provocam vasodilatagdo e exsudacdo (ABBAS,
2008). A hiper-reatividade das vias aéreas ¢ desencadeada pela contragdo do tecido muscular
bronquiolar, o que limita a mobilizagdo do ar nos pulmdes (KILEEN; SKORA, 2013).

Asmaticos apresentam risco elevado de desenvolvimento de doengas orais em
comparag¢ao individuos ndo-asmaticos. No entanto, ainda ndo esta estabelecido se o aumento
da frequéncia e da severidade das doencas orais nos asmaticos esta mais associado a doenga ou
aos efeitos colaterais da farmacoterapia utilizada para seu controle (RYBERG; MOLLER;
ERICSON, 1987; MILANO, 1999).

Em individuos asmaéticos, as complica¢des orais mais frequentes sdo o aumento da
frequéncia e da severidade de céries, um elevado indice de dentes cariados, perdidos e obturados
(CPOD) e inflamagao periodontal (LAURIKAINEN et al., 1998; LEANANDER-LUMIKARI
et al., 1998; STENSSON et al., 2011). As complicagdes estdo provavelmente relacionadas a
diminui¢do do fluxo salivar e alteragdo de componentes salivares que podem comprometer a
prote¢ao na mucosa oral e a acao antimicrobiana da saliva (AMEROGEN; VEERMAN, 2002).
Apesar disto, muito pouco se conhece sobre a caracterizagcdo dos componentes salivares em
modelos de asma sem a associagdo de farmacos. A utilizacdo da saliva como fluido diagnéstico,
¢ uma alternativa, uma vez que ela pode indicar alteracdes sistémicas, sendo um substituto do

sangue em testes laboratoriais para diversas patologias (RATHNAYAKE et al., 2013). A saliva



¢ formada principalmente pelas glandulas salivares e ¢ considerada um fluido fundamental para
a manutencao da saude oral. A secre¢do salivar ¢ controlada pelo sistema nervoso autdbnomo
(SNA), por um arco reflexo formado pela via aferente (estimulo mecanico da mastigacao e
quimico da gustagdo e olfacdo) e eferente (simpatico e parassimpatico), além disso, este arco
reflexo também pode receber atuagdo do sistema nervoso central (PEDERSEN et al., 2002).
Os diagnosticos salivares sdo atualmente uma ciéncia sofisticada que pode ser usada
para um grande numero de diagnosticos moleculares, agora reconhecidos com papel central em
areas basicas, biomédicas, translacionais e clinicas. O diagnostico salivar pode detectar
centenas de biomarcadores salivares expressos em escalas micromolar, nanomolar, picomolar
e fentomolar (MALON et al, 2014). A reflexdo total atenuada (ATR) ¢ uma técnica de
amostragem usada em conjunto com a espectroscopia de infravermelho que permite que as
amostras sejam examinadas de forma rapida, com alta sensibilidade e com anélise de baixo
custo pois ndo utiliza reagentes ( PERKIN et al,2005). Desta forma, para fomentar a utiliza¢ao
clinica da saliva como fluido diagndstico e de monitoramento de asma € necessario ampliar o
entendimento da composi¢ao salivar e do fluxo de saliva em modelos animais de asma. A
descoberta de biomarcadores salivares para desenvolvimento de uma plataforma diagnostica
ndo-invasiva e sem utilizagdo de reagentes para deteccdo da asma nos permitird a criacao de
novas estratégias para o desenvolvimento de biossensores para screening e diagndstico da asma

(MALON et al, 2014).
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II- OBJETIVO

Na busca por uma estratégia para a utilizagdo da saliva como fluido diagndstico para
asma, o objetivo deste estudo foi identificar potenciais modos vibracionais da saliva que possam
ser utilizados como biomarcadores espectrais para discriminar animais asmaticos de seus

controles.
Utilizando animais controles e asmaticos propomos os seguintes objetivos especificos:
e Mensurar o fluxo salivar sob estimulo parassimpatico de pilocarpina;

e Avaliar a assinatura espectral e a capacidade diagnostica dos componentes moleculares

da saliva por meio de espectroscopia FTIR.

III- MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental esta de acordo com os principios éticos de experimentagdo
animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU), sob o protocolo de nimero 028/2017.

Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos com peso em média de 350g, obtidos junto ao
Biotério Central da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Os animais foram
acondicionados no Biotério da Area de Ciéncias Fisiologicas (ARFIS) nas seguintes condigdes:
Ciclo de 12/12 horas de iluminagdo (claro/escuro), sob temperatura ambiente 23+2 °C e com
oferta plena de agua e racao para estes roedores. Assim, foram estudados os seguintes grupos

de animais (n=7/grupo):

a) Nao-asmaticos desafiados com salina (Controle): ratos sensibilizados com veiculo (salina

0,9%) ;

b) Asmaticos desafiados com ovalbumina (OVA): ratos sensibilizados com ovalbumina.
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Inducio da Asma

A inducao da asma foi feita utilizando o modelo de sensibilizagdo ativa através da
injecdo subcutanea (s.c.) de uma mistura contendo 1000 pg/Kg de ovalbumina (OVA) e 50
mg/Kg de AI(OH)? nos dias 0, 7 e 14. Nos dias 21, 22 e 23, os animais sensibilizados, e
devidamente anestesiados com ketamina e xilazina, foram desafiados com 200 pg/Kg de OVA
diluidos em 50 pl salina (0,9%) pela via intranasal (i.n.) até sua aspiracdo completa. Apos 48h

do ultimo desafio, foi realizada a coleta das amostras.

|
Ratos | | I I | | |

Wistar
0 7 14 21 22 23 25
Dias
L r \, )
v ' 1 0
Avaliagao

] = 1 C
Sensibilizacgao
OVA + Al(OH)»

(s.c)

Desafio antigénico
OVA (i.n)

Figura 1. Esquema ilustrativo do modelo de asma alérgica induzida por OVA.

Fluxo salivar basal sob estimulo de pilocarpina

Os ratos foram anestesiados intraperitonealmente (ketamina e xilasina 90 mg/kg e 10mg
kg respectivamente) e colocados sobre uma mesa cirtirgica mantida em 36,5°C. Em seguida, os
animais receberam uma dose de pilocarpina (2mg kg i.p.). A saliva foi coletada diretamente da
cavidade oral do animal durante 7 minutos apds o inicio da sua secrecdo. O volume de saliva
foi calculado considerando a diferenga de peso de “eppendorfs” antes e ap0s a coleta da saliva.
A saliva coletada foi armazenada em freezer a -80°C para avaliagcdo de uma série de

biomarcadores salivares (TAKAI et al, 1983 ; SABINO SILVA,R et al,2013). Apo6s a morte do
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animal buscando aplicar o programa 3Rs, foi realizada a remog¢ao do pulmao para caracterizar

a presenca de asma pela técnica convencional de colora¢ao por Hematoxilina e Eosina.

Avaliacoes de Componentes Salivares por meio de Espectroscopia FTIR

A composi¢do molecular da saliva foi analisada em um sistema de Espectroscopia
Infravermelha com Transformada de Fourier com Reflectancia Total Atenuada (ATR/ FTIR
Vertex 70; Bruker, Ettlingen, Alemanha) sob faixa espectral de 1800 a 400 cm™'. Para esta
analise, dois microlitros de saliva foram inseridos diretamente no cristal e em seguida foi
realizada a secagem da amostra utilizando um jato de ar atmosférico comprimido durante 3
minutos. Todo o procedimento de aquisi¢ao de dados foi realizado em temperatura de 22 + 2°C
e umidade controlada. O procedimento de aquisi¢do dos espectros realizou 32 escaneamentos
com uma resolucdo de 4 cm™'. Buscando garantir a qualidade do espectro em relagio a possivel
variacdo de CO; atmosférico e umidade entre as diferentes analises, foi realizado captagao e
correcdo de espectros de referéncia (background) em todas as amostras utilizando sistemaOpus
6.5 (Bruker, Ettlingen, Germany). (KHAUSTOVA et al., 2010). Os dados foram coletados,
armazenados e transformados em espectros com auxilio do software ORIGIN VERSAO 9.1

(ThermoNicolet Inc.).

Analises Estatisticas

Os resultados foram expressos como média + EPM. Estes foram comparados através de
analise de variancia test-t ndo-pareado. Essas analises foram feitas com o auxilio do programa
computacional GraphPadPrism®, v. 3,02 (GraphPad, EUA). O nivel de significancia
estabelecido foi de 5% (valor descritivo de p < 0,05).
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IV- RESULTADOS

1. Caracterizacio da asma

A analise histopatoldgica demonstrou ductos e acinos preservados e sem alteragdes
inflamatorias nos animais controles. Os animais asmaticos (OVA) apresentaram presenga
de infiltrado inflamatorio peribronquiolar e presenca de infiltrado inflamatoério alveolar

intensos, caracteristicos deste classico modelo animal de asma que mimetiza a asma em

humanos.

Controle OVA

Figura 2. Analise histologica de pulmdo dos animais controles e asmaticos (OVA) através da técnica de

Hematoxilina-Eosina.



2. Pesos das glandulas

14

O peso das glandulas submandibular, sublingual e parétida foram similares (p > 0,05) em

animais controle e OVA.

A B

Submandibular Sublingual
0.4+ 0.05+
03 R 0,044
C. 3
3 021 2
[ &
& &
0.1

0,04

Peso (g)

0.26 1

0,20

0.15

0,10

0.05

0004

Parotida

1

Figura 3.Peso das glandulas salivares submandibular, sublingual e pardtida de animais controles e OVA.
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3. Volume salivar sobre estimulo de pilocarpina

A secrecdo salivar estimulada por estimulo parassimpatico foi similar (p > 0,05) em

animais controle e OVA (Figura 4).

Volume Salivar

1.0
-
g 0.8
(] I
® 0.6
2
©
® 0.4
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£
3 0.2
[]
>
0.0 T
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)

Figura 4. A secrecdo salivar estimulada por estimulo parassimpatico foi similar (p > 0,05) em animais controle e

OVA.
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4. Perfil molecular dos componentes salivares

A assinatura digital espectral por meio espectroscopia FTIR da saliva de a animais
controles ¢ OVA estd demonstrada na figura 5. Ao todo foram identificados 9 modos

vibracionais tanto em controles como animais OVA.

—— Controle
—OVA

21666cm™?

Absorbance (a.u.)

] T T T T T T T T T T T T T ]
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Wavenumber (cm”)

Figura 5. Espectro médio de infravermelho FTIR (1800-400cm™) representando o perfil salivar em animais

controles e OVA.

A anadlise da figura 6 indica que os componentes espectrais da saliva foram similares

(p > 0,05) em animais controles e OVA.



17

A 1666cm-* B 1544cm- C 1459¢m-

-
=
1

=
-]

1

[ ]

54 .
L]

L N
o
P
1

Intensidade do pico (perfil salivar)
(=23
)
.
sle e J°
Intensidade do pico (perfil salivar)
E F ? ; E 3
*
Pt
Intensidade do pico (perfil salivar)
&
.
[ ]
-
%ol »
L ]

f=]
=

T T T T
Controle OVA Controle Ova Cunltru le OVA

m

D 1423cm1 1161cm F 1122cm-1

0,08 =

=

=

@
1

2.0+

0.06+

%
0.04+

=
=]
=
|

[ ]

0.02- .

0.5 . 0.02-

0.00

0.0 0.00

T T
Controle OVA

Intensidade do pico (perfil salivar)
s &
*
.
Intensidade do pico (perfil salivar)
[
Intensidade do pico (perfil salivar)

T T
T -
Controle OVA, Controle ovA

G 1077cm- H 842cm-! | 681cm-"

0.0 0.8

0,084 064

0.06 Ll L -

0.4
0.04 [ ]

0.2

0.05+ %

0.02+

0.0

0.00 *
Controle OVA

0,00 * T
Controle OVA

T
Controle OVA

Intensidade do pico (perfil salivar)
[
9 []
Intensidade do pice (perfil salivar)

.
.L’{. .
.
Intensidade do pico (perfil salivar)
= =
= o
1 1
.
L ]
[ ]

Figura 6. Area das bandas do espectro FTIR (1800-400cm™) da saliva total de ratos ndio asmaticos (Controle) e

asmaticos (OVA). Os valores sdo expressos como média = E.P.M.

Com auxilio do software ORIGIN 9.1, foi realizada a representacdo média da segunda
derivada do espectro ATR-FTIR em animais controles e asmaticos (Figura 7A). Apos a analise
estatistica utilizando a segunda derivada observou-se diferenca estatistica na regido vibracional
943cm™! ( figura 7B-C). Foi realizada analise de curva ROC e o grafico foi demonstrado na
figura 7D. A curva demonstrou uma sensiblidade de 100% e especificidade de 71,43% no

diagnodstico de animais controle e asmaticos (OVA).
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V- DISCUSSAO

O presente trabalho, em busca do aperfeigoamento de novos métodos de diagnostico
pela saliva, demonstrou que este fluido bioldgico apresenta alto potencial para ser aplicado no
diagnodstico. Apods analise em espectroscopia ATR-FTIR foi estabelecido que o modo
vibracional 943 cm™ ¢é capaz de discriminar amostras de saliva de animais asméticos em
comparagdo ao controle. Até o momento, acreditamos que o presente trabalho serve como
prova-de-conceito para a utilizacao da espectroscopia ATR-FTIR para o diagnostico salivar da

asma.

E importante destacar que modelos animais de asma podem mimetizar a patofisiologia
da asma humana. Os modelos animais mais classicos utilizam uma fase de sensibilizagdo e
outra de desafio. O modelo mais amplamente aceito ¢ o modelo de asma induzido por
ovalbumina, no entanto, outros alérgenos, como acaros, também podem ser utilizados (AUN,

MARCELO VIVOLO et al, 2015).

Alguns estudos clinicos e epidemiologicos tém evidenciado associagdo entre a
microbiota bucal e a patogénese das doengas respiratorias, como a asma (BAGYT et al.2009;
GOMES FILHO et al., 2010; GOMES FILHO et al., 2014; VARGAS et al.,2015). Nos
acreditamos que a alteracdo da microbiota bucal pode estar associada com alteracdo em
compontes salivares ou com possiveis alteragdes da secre¢do salivar ndo-estimulada que nao

foram avaliadas neste trabalho.

Quando agonistas B-adrenérgicos tipo 2 sao usados por um longo periodo de tempo €
frequente a descricao de diminuicao da secre¢do salivar. Adicionalmente foi descrito aumento
no numero de caries, o que foi relacionado com aumento na quantidade de Streptococcus
mutans e colonias de Lactobacilos. Adicionalmente, foram descritas prevaléncia aumentada de
candidiase, Ulceras, doengas periodontais e alteracdes das papilas gustativas nesta

populacao(ALZAHERKHALIFA et al , 2014).

Destaca-se que atualmente os pacientes que realizam teste espirométrico de funcdo
respiratoria utilizam agonistas B-adrenérgicos tipo 2 para promover broncodilatagdo durante
seu exame. Assim, apesar da espirometria ndo ser um exame invasivo, ela necessita da
administracdo de um farmaco com potencial de efeitos colaterais em diversos 6rgaos do corpo,
como o coracdo. Os dados deste trabalho indicam que apesar de uma normalidade na quantidade
de tecido glandular e no fluxo salivar, a saliva tem potencial aplicagdo para desenvolvimento

de novas plataformas de diagndstico. A saliva pode ser coletada de forma simples com
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facilidades para seu armazenamento, alta capacidade de ndo aumentar a ansiedade dos pacientes
em comparacao ao sangue, ndo ser um fluido que exige coletas invasivas ou administragao de
farmacos e por possuir alta capacidade de mensurar componentes especificos que refletem as
condigdes fisioldgicas do individuo. (BOSSOLA et al., 2012; KAUFMAN et al., 2002;
KACZOR-URBANOWICZ et al., 2017; LEE; WONG, 2009; MARON, 2017).

A 1identifica¢do da variagdo da intensidade do sinal do FTIR no modo vibracional
943cm™ ¢ uma prova de conceito que de que um modelo animal de asma relacionado com
ovalbumina e hidréxido de aluminio pode ser diagnosticado por esta plataforma molecular nao
invasiva. O modo vibracional 943 cm™ devido a sua baixa expressio, nio ¢ um modo
vibracional destacado nas analises salivares por ATR-FTIR. Acreditamos que este componente
esteja afetado por meio da inibicao de sua liberagdo por uma citocina inflamatoria presente na
glandula salivar devido a asma. Nesta regido foram descritas vibragdes simétricas de C-O
relacionado com presenga de carbohidratos associados a proteinas e/ou lipideos (MISTEK et

al, 2018).
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VI- CONCLUSAO

Em conjunto, nossos resultados constataram que animais tratados com ovalbumina
apresentaram niveis moleculares reduzidos do modo vibracional 943cm™ em comparagio com
animais controles. Isto permitiu uma analise com sensibilidade de 100% e especificidade de
71,43%. Desta forma, percebe-se que a asma pode promover alteragdes na composi¢do da

saliva, o que pode ser utilizado para diagndstico espectral da asma pela saliva.
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