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RESUMEN

Introduccion: El principal farmaco utilizado para el
tratamiento de la xerostomia es la pilocarpina. Objetivo:
Evaluar las repercusiones cardiopulmonares de la
administracion intraperitoneal de pilocarpina (2 mg/kg) en
ratas Wistar. El Estudio: Los animales fueron separados en
dos grupos: grupo control (SAL) y grupo tratado con
pilocarpina (PILO), y fueron evaluados por medio de la
espirometria, electrocardiografia, y el andlisis de la perfusién
sanguinea en la musculatura periférica en las siguientes
situaciones: 1) Basal: sin la realizacion de estimulos; 2)
Estimulo: Salina o Pilocarpina. Hallazgos: El grupo PILO
presentd disminucién de la frecuencia cardiaca y de la
frecuencia respiratoria, siendo estadisticamente diferentes,
pero no difirid en la ventilacion pulmonar y en la perfusion
sanguinea periférica en comparacion con el grupo SAL.
Conclusiones: El tratamiento con pilocarpina em una baja
dosis llevo a bradipnea y bradicardia em ratas, sin embargo,
no se encontrd alteraciones en la ventilacion pulmonar ni en

la perfusién sanguinea periférica.
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ABSTRACT

Introduction: The main drug used for the treatment of
xerostomia is pilocarpine. Objective: To evaluate the

cardiopulmonary repercussions of intraperitoneal
administration of pilocarpine (2 mg/kg) in Wistar rats.
Method: Animals were divided into two groups: control group
(SAL) and pilocarpine treated group (PILO), and evaluated by
means of spirometry, electrocardiography and analysis of
blood perfusion in peripheral musculature. The data were
evaluated in the following situations: 1) Basal and 2)
Stimulation: Saline or Pilocarpine. Results: The PILO group
had a statistical decrease in heart rate and respiratory rate,
but did not alter in pulmonary ventilation and peripheral blood
perfusion compared to the SAL group. Conclusion:
Treatment with pilocarpine at a low dose to induce salivary
secretion promoted bradypnea and bradycardia in rats,
without repercussion on pulmonary ventilation and peripheral

blood perfusion.

Keywords: pilocarpine, xerostomia, heart rate, respiratory
rate, perfusion (Source: NLM-MeSH)
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INTRODUCCION

La saliva desempefia un papel esencial en el
control de la homeostasis oral, asi como en la proteccion
de la dentadura, debido a sus propiedades lubricantes y
antimicrobianas, ademas de actuar en la gustacion, en las
etapas iniciales de la digestién y en el proceso del habla
(1.2, La saliva se compone principalmente por agua,
asociada a electrolitos y a componentes organicos ©. La
salivacion esta bajo control del sistema nervioso
autonomo, por lo tanto, la activacion simpatica causa
vasoconstriccion en las glandulas salivares, secrecion por
las células acinosas y contraccion de las células
mioepiteliales, resultando en la produccién de un pequefio
volumen de saliva rica en proteinas . Por otro lado, la
activacion de la inervaciébn parasimpatica para las
glandulas salivares causa vasodilatacion, secrecion
acuosa en mayor volumen por las células acinares y
contraccion de las células mioepiteliales, resultando en la
produccién de un gran volumen de saliva, pero con baja
concentracion de proteinas .

El sistema nervioso parasimpatico actia en
receptores muscarinicos, distribuidos en todo el
organismo, sobre todo en las glandulas salivares y
corazon, promoviendo el control de la secrecion de
liquidos y de la frecuencia cardiaca, respectivamente.
Entre los farmacos agonistas colinérgicos, vale destacar
la pilocarpina, extraida de la planta brasilefia Pilocarpus
jaborandi, produce efectos parasimpaticomiméticos a
través de la estimulacién directa de los receptores
muscarinicos ®. La pilocarpina se utiliza de forma
terapéutica en casos bastante especificos, como en el
manejo de la odontologia, sobre todo en cuadros de hipo
salivacion, ya que el tratamiento con agonistas
colinérgicos usualmente produce aumento de la
secrecion salivar, reduccion de la resistencia vascular
periférica y de la presion arterial, caracterizando sus
efectos sistémicos ©)

En este contexto, se sabe que la pilocarpina es
bastante utilizada para el tratamiento de la xerostomia
(sensacion de boca seca), generalmente relacionada a la
hiposalivacion. La hiposalivacion tiene efecto directo en la

calidad de vida de los pacientes, ya que puede cursar con
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erosién dental, caries, halitosis, disfagia e
infecciones orales (. Entre las principales patologias que
promueven la reduccion de la secrecion salivar estan el
sindrome de Sjogreen, la diabetes mellitus, la
hipertension arterial sistémica y el asma bronquial @ 9,
Ademas, se sabe que diversos farmacos disponibles en
el mercado también producen una intensa reduccion de la
secrecion salivar, tales como: alfa bloqueadores, beta
bloqueadores, anticolinérgicos y corticoides (19,

La pilocarpina esta contraindicada en pacientes
asmaticos debido a su accién de constriccion de la
musculatura lisa de las vias aéreas. Sin embargo, se sabe
gue individuos asmaticos sin tratamiento y aquellos que
reciben la terapia convencional con corticoides y
agonistas betaadrenérgicos presentan reduccion de la
secrecion salivar y dafios severos en su salud oral ®),
Adicionalmente, también ya se conoce que portadores de
diabetes mellitus y hipertension arterial sistémica
presentan diversas alteraciones que comprometen el
sistema cardiopulmonar . En estos casos, se
recomienda que la administracion de farmacos que
provoquen alteraciones cardiopulmonares sea aplicada
de forma cuidadosa, minimizando la posibilidad de
ocurrencia de eventos cardiovasculares fatales % 19,

A partir de la relevancia clinica, el uso de la
pilocarpina en modelos animales es ampliamente
utilizado para la induccion de la salivaciéon en ratas por
medio de su administracion intraperitoneal @9, lo que
permite estudios que involucra patologias que cursan con
hiposalivacion y sobre los efectos sistémicos de la
pilocarpina. De esta manera, con el fin de contribuir con
el conocimiento acerca del manejo adecuado de la
pilocarpina en patologias asociadas a la xerostomia, el
presente estudio evalud las repercusiones
cardiopulmonares de la administracion intraperitoneal de
pilocarpina, en una baja dosis, para inducir la secrecion
salivar, con el objetivo de traer avances significativos para

el uso seguro de esta herramienta farmacoldgica.



EL ESTUDIO

Animales

Las ratas Wistar (200-240g) obtenidos del
Bioterio Central de la Universidad Federal de Alagoas
(UFAL) se mantuvieron en jaulas (04 animales/jaula) con
temperaturas controladas (21 + 2 °C), ciclo claro/oscuro
de 12hy oferta completa de agua y racion para roedores.
Este proyecto fue aprobado por la Comisién de Etica en
el uso de animales (CEUA) bajo protocolo 64/2013 de la
UFAL.

Protocolo experimental

Las ratas fueron separados en dos grupos
experimentales independientes (n= 6 animales/grupo):
grupo control (SAL) y grupo tratado con pilocarpina
(PILO). Los registros fueron evaluados en las siguientes
situaciones: 1) Basal: los animales de los dos grupos
fueron anestesiados y evaluados sin la realizacion de
estimulos durante 5 min; 2) Estimulo: Salina: los animales
del grupo SAL recibieron una inyeccion de salina (0,9%,
i.p) o Pilocarpina: los animales del grupo PILO recibieron
una inyeccion de pilocarpina (2 mg/kg, i.p). Los estimulos
fueron evaluados durante 10 min.

Las ratas fueron anestesiadas con tiopental
sédico (60 mg/kg, i.p.) y colocados sobre una mesa
quirtrgica mantenida en 37 + 0,5 ° C. Después de la
anestesia, se realiz6 una incisién quirtrgica en la region
anterior del cuello del animal para acceso de la traquea
(traqueostomia), asi se insert6 una canula (PE-250,
Critchley, Australia) para el mantenimiento de la
permeabilidad de las vias aéreas.

Para la evaluacion de los parametros
ventilatorios, la canula traqueal fue conectada a un tubo
conectado al sensor de flujo del espirébmetro
(ADInstruments, DE, USA). Por lo tanto, la frecuencia
respiratoria, el volumen corriente y el volumen minuto se
midieron en unidades convencionales tales como
incursiones por minuto (ipm), mililitros (mL) y mililitros por
minuto (ml/min), respectivamente. A continuacién, estas
unidades se transformaron en porcentaje considerando el
promedio del primer minuto del periodo basal como
100%.
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Para la evaluacion de la frecuencia cardiaca de
los animales, tres electrodos del electrocardiograma
(ECG) fueron colocados bilateralmente sobre el térax.
Asi, la frecuencia cardiaca se midié en latidos por minuto
(Iom). A continuacion, esa unidad fue transformada en
porcentaje considerando la media del primer minuto del
periodo basal como 100%.

Para evaluar la perfusion sanguinea de la
musculatura esquelética, el musculo recto femoral fue
expuesto por medio de un pequefio acceso quirlrgico a
través de la remocion de la piel y tejido subcutaneo. Un
sensor laser doppler de acero inoxidable se colocé sobre
la porcion proximal del masculo recto femoral derecho, sin
aplicar ninguna presion sobre el tejido. La perfusion por
laser  doppler fluxometria  (Blood FlowmMeter,
ADInstruments, DE, USA®) midi6 la perfusion sanguinea
en unidades arbitrarias (ua). A continuacion, esa unidad
fue transformada en porcentaje considerando la media del
primer minuto del periodo basal como 100%. Por ultimo,
todos los datos obtenidos fueron enviados al Power Lab
4/30 Stimulator (ADInstruments, DE, USA®) ya través del
software LabChart (ADInstruments, DE, USA®) se
obtuvieron los registros de los  parédmetros
cardiovasculares.

Todos los resultados se expresaron como media
+ error estandar de la media (EPM) y se compararon
mediante la prueba t de Student pareado. Los analisis
estadisticos se realizaron con la ayuda del programa
computacional GraphPad Prism, v. 7.0 (GraphPad,
USA®). El nivel de significancia establecido fue del 5% (*p
<0,05).

HALLAZGOS

Efectos de la PILO sobre la frecuencia cardiaca
La Figura 1.A muestra que el grupo PILO presentd
disminucion estadistica, de la frecuencia cardiaca en los
tiempos 05 y 10 minutos en comparacion a su respectiva
media del periodo basal. El grupo SAL no presentd

diferencias estadisticas durante los tiempos analizados.
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FIGURA 1.A. Frecuencia cardiaca del grupo PILO
(pilocarpina) y SAL (salina) durante una curva temporal de 15
min por medio de analisis secuenciales de 5 en 5 minutos.
Los resultados se presentaron como la media + EPM (n = 6
animales / grupo); *p<0,05 vs Basal; prueba t de Student
pareado.

Efectos de la PILO sobre la perfusién de la
musculatura esquelética
La perfusion del musculo recto abdominal no difirié
estadisticamente en los grupos PILO y SAL en
comparacién con sus respectivas medias del periodo

basal, como puede observarse en la Figura 1B.
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FIGURA 1B. Perfusion sanguinea periférica del grupo PILO
(pilocarpina) y SAL (salina) durante una curva temporal de 15
min por medio de andlisis secuenciales de 5 en 5 minutos.
Los resultados se presentaron como la media + EPM (n = 6
animales / grupo); *p<0,05 vs Basal; prueba t de Student
pareado.
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Efectos de la PILO sobre la frecuencia respiratoria
La Figura 2A muestra que el grupo PILO presentd
disminucion de la frecuencia respiratoria en los tiempos
05 y 10 minutos en comparacion a su respectiva media
del periodo basal. El grupo SAL no present6 diferencias

estadisticas durante los tiempos analizados.

Figura 2A
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FIGURA 2.A. Frecuencia respiratoria del grupo PILO
(pilocarpina) y SAL (salina) durante una curva temporal de 15
min por medio de analisis secuenciales de 5 en 5 minutos.
Los resultados se presentaron como la media + EPM (n =6
animales / grupo); *p<0,05 vs Basal; prueba t de Student
pareado.

Efectos de la PILO sobre el volumen corriente
El volumen corriente no difiri6 estadisticamente en los
grupos PILO y SAL en comparacion a sus respectivas
medias del periodo basal, como puede observarse en la
Figura 2.B.
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FIGURA 2.B. Volumen corriente del grupo PILO (pilocarpina)
y SAL (salina) durante una curva temporal de 15 min por
medio de andlisis secuenciales de 5 en 5 minutos. Los
resultados se presentaron como la media + EPM (n = 6
animales / grupo); *p<0,05 vs Basal; prueba t de Student
pareado.



Efectos de la PILO sobre el volumen minuto
El volumen minuto no difirié estadisticamente en los
grupos PILO y SAL en comparacion con sus respectivos

promedios del periodo basal, como puede observarse en

la Figura 2.C.
Figura 2C
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FIGURA 2.C. Volumen minuto del grupo PILO (pilocarpina) y
SAL (salina) durante una curva temporal de 15 min por medio
de andlisis secuenciales de 5 en 5 minutos. Los resultados
se presentaron como la media + EPM (n = 6 animales /
grupo); *p<0,05 vs Basal; prueba t de Student pareado.

DISCUSION

Diversas patologias, asi como el uso de algunos
tipos de farmacos, pueden desencadenar un efecto
colateral bastante indeseado, la hiposalivacion y la
xerostomia 2. La hiposalivacion comprende la
disminucion de la produccion de saliva, mientras que el
término xerostomia se refiere a la sensacién de boca
seca. Las causas mas comunes de hiposalivacion
incluyen: medicamentos (farmacos anticolinérgicos,
antidepresivos, diuréticos y sedantes), tratamiento
radioterapico en la region de cara y de cuello, ademas de
algunas patologias y sindromes (*3), El tratamiento de las
manifestaciones clinicas de la hiposalivacion puede
dividirse en dos categorias: 1) sialagogos sistémicos y 2)
agentes topicos, de modo que el principal farmaco con
accion sistémica utilizado para el tratamiento de la
hiposalivacion es la pilocarpina @4 19, La dosis inicial
recomendada para el tratamiento con pilocarpina en
humanos es de 5 mg/dia, pudiendo alcanzar una dosis

méaxima de 30 mg/dia 4. La pilocarpina promueve la
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salivacion por la conexion al receptor muscarinico del tipo
Mz en las células acinares de las glandulas salivales 19,
Sin embargo, la pilocarpina debe administrarse con
precaucién  en pacientes  con enfermedades
cardiovasculares, ya que tiene importantes efectos
sistémicos como bradicardia y broncoconstriccion @7,
Desde el punto de vista pulmonar, la pilocarpina actla
como agonista muscarinico de los receptores M3
presentes en el pulmon (819  desencadenando la
contraccion de la musculatura lisa de las vias aéreas,
promoviendo la disminucién del volumen corriente y de la
frecuencia respiratoria. De forma interesante, los
resultados del presente estudio mostraron una reduccion
significativa de la frecuencia respiratoria después de la
estimulacion con pilocarpina. Sin embargo, incluso con la
reduccion de la frecuencia respiratoria, no hubo perjuicio
sistémico para el organismo, ya que no hubo alteracién
del volumen corriente y del volumen minuto, con
consecuente ausencia de alteraciones de la perfusion
tisular

En cuanto a los efectos cardiovasculares, la
pilocarpina es conocida por presentar actividad agonista
sobre los receptores muscarinicos del tipo M2 presentes
en la musculatura cardiaca. Debido a que estos
receptores muscarinicos estan acoplados a la proteina G
(18,19) se espera que la pilocarpina ejerza una reduccion
de la frecuencia cardiaca. De este modo, el analisis de los
signos electrocardiograficos de los animales tratados con
pilocarpina mostré una reduccion significativa en la
frecuencia cardiaca, comprobando asi su potencial efecto
para simpaticomimético en el miocardio.

Sin embargo, a pesar de la constatacion de la
reduccion de la frecuencia cardiaca después de la
administracion aguda y sistémica de pilocarpina, no se
observaron cambios significativos en la perfusion de la
musculatura esquelética, a través del registro de la
perfusion del musculo recto femoral, durante todo el
periodo de andlisis. En cuanto a la reduccion de la presion
arterial, la disminucion del flujo sanguineo en la
microcirculacion, se cree que la bradicardia generada por
la administracion de pilocarpina, de modo agudo,

promovio reduccion de la presion de perfusiéon y menor



flujo de oxigeno en la musculatura analizada, produciendo
una vasoconstriccibn compensatoria que, en el periodo
analizado, fue capaz de mantener la perfusion tisular, sin

cambios significativos.

CONCLUSION

El tratamiento con pilocarpina de forma aguda, en baja
dosis, por via intraperitoneal promueve bradicardia y
bradipnea, sin embargo, no ocasiona alteraciones en la
ventilaciéon pulmonar ni en la perfusion sanguinea

periférica.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO Y
PERSPECTIVAS

La necesidad de sedacion de los animales para analisis
de los parametros cardiopulmonares constituye una
limitacion al estudio, visto su interferencia sobre el
sistema cardiopulmonar (depresién). Sin embargo, se
debe considerar que todos los grupos experimentales se
sometieron a los mismos efectos, por lo que, si hubo
alguna interferencia, probablemente fue similar para
todos los grupos. Como perspectivas, consideramos que
los resultados obtenidos en el desarrollo de esta
investigacion son prometedores y traen subsidios
importantes sobre la interferencia de la pilocarpina en el
sistema cardiopulmonar, lo que contribuye al avance de

nuevas estrategias terapéuticas.
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