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RESUMO

SILVA, G. E. R. Inducio de estresse oxidativo e comprometimento funcional pela
doxorrubicina em glandulas salivares de ratos. 2025. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) -

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2025.

Este estudo investigou o impacto da doxorrubicina (Dox) sobre os parametros funcionais,
bioquimicos e redox das glandulas salivares de ratos. Ratos machos Wistar (seis semanas de
idade) foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos (n=12/grupo): Controle (solugdo
salina), Dox2,5 (2,5 mg/kg) e Dox5,0 (5,0 mg/kg) Os tratamentos foram administrados
semanalmente por via intraperitoneal durante trés semanas consecutivas. Uma semana apos a
ultima administragdo, foi coletada saliva estimulada por pilocarpina, e as glandulas parétidas
e submandibulares foram removidas para analise. Ambos os grupos tratados com Dox
apresentaram reducdo no peso corporal e no peso das glandulas salivares; entretanto, apenas o
grupo Dox35,0 apresentou diminui¢ao no consumo de racao, redugdo da area acinar da pardtida
e aumento do tecido conjuntivo. A andlise da saliva demonstrou que o grupo Dox5,0
apresentou diminuicdo no fluxo salivar, proteina total, amilase, calcio, fosfato e cloreto,
enquanto o grupo Dox2,5 apresentou redug¢do na proteina total e na amilase; os niveis de
sodio e potassio, o pH e a capacidade tamponante permaneceram inalterados. O tratamento
com Dox5,0 aumentou o status oxidante total e o dano oxidativo a lipidios e proteinas na
glandula parodtida, bem como os niveis de acido tUrico, glutationa reduzida, superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Na glandula submandibular, o Dox5,0 elevou o
status oxidante total, o acido urico e a catalase, enquanto o Dox2,5 aumentou o 4cido urico € a
catalase na glandula paroétida. Esses resultados indicam que a doxorrubicina compromete
tanto a quantidade quanto a qualidade da saliva, promovendo estresse oxidativo e alteracdes
estruturais, principalmente nas glandulas paroétidas, com efeitos mais pronunciados na dose de

5,0 mg/kg.

Palavras-chave: doxorrubicina; antraciclina; saliva; glandulas salivares; estresse oxidativo.



ABSTRACT

SILVA, G. E. R. Induction of oxidative stress and functional impairment by Doxorubicin
in rat salivary glands. 2025. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de

Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2025.

This study investigated the impact of Dox on the functional, biochemical, and redox
parameters of salivary glands in rats. Male Wistar rats (six weeks old) were randomly
allocated into three groups (n=12/group): Control (saline solution), Dox2.5 (2.5 mg/kg), and
Dox5.0 (5.0 mg/kg, equivalent to the human therapeutic dose of 20 mg/m?). Treatments were
administered weekly via intraperitoneal injection for three consecutive weeks. One week after
the final administration, pilocarpine-stimulated saliva was collected, and the parotid and
submandibular glands were harvested for analysis. Both Dox-treated groups showed decreases
in body weight and salivary gland weight; however, only Dox5.0 reduced feed intake,
decreased the parotid acinar area, and increased connective tissue. Saliva assessment
demonstrated that Dox5.0 decreased flow rate, total protein, amylase, calcium, phosphate, and
chloride, while Dox2.5 reduced total protein and amylase; sodium and potassium levels, pH,
and buffering capacity remained unchanged. Dox5.0 increased total oxidant status and lipid
and protein oxidative damage in parotid glands, as well as uric acid, reduced glutathione,
superoxide dismutase, catalase, and glutathione peroxidase. Analysis of submandibular glands
showed that Dox5.0 elevated total oxidant status, uric acid, and catalase, while Dox2.5
increased uric acid and catalase in the parotid gland. These findings indicate that Doxorubicin
impairs both the quantity and quality of saliva, promoting oxidative stress and structural
alterations, particularly in the parotid glands, with more pronounced effects at the 5.0 mg/kg

dose.

Keywords: doxorubicin; anthracycline; saliva; salivary glands; oxidative stress.



LISTA DE FIGURAS

Fig. 1 Efeitos da Dox nos parametros histomorfométricos das glandulas salivares.
Fotomicrografias da glandula parétida (A, B e C) e da glandula submandibular (G, H
e l), e andlises histomorfométricas da area acinar (D e J), area dos ductos (E e K) e
tecido conjuntivo (F e L). Os dados sao apresentados como média + desvio padréo,
com tamanhos amostrais de 9, 9 e 8 ratos por grupo, respectivamente. Os dados
foram analisados por ANOVA one-way seguida do teste post hoc de Tukey. Para
todas as analises (" p < 0.01, ™ p < 0.001, ™ p < 0.0001). Barra de escala: 40 um.
Abreviagdes: TC, tecido conjuntivo; TGC, tubulos convolutos granulares. Simbolos:
asterisco branco indica acinos glandulares; asterisco preto indica ducto estriado;
seta preta indica ducto intercalar...............oooiiiiii 26
Fig. 2 Efeitos da Dox no fluxo salivar e nos paradmetros bioquimicos. Foram
avaliados: fluxo salivar/peso corporal (A); fluxo salivar/peso da glandula (B); pH (C);
capacidade tamponante (D); proteina total (E); atividade da amilase (F); atividade da
amilase/proteina total (G); calcio (H); fosfato (I); cloreto (J); sédio (K); potassio (L).
Os dados sao apresentados como média + desvio padrdao para dados paramétricos
ou mediana (25-75%) para dados ndo parameétricos, com tamanhos amostrais de
12, 12 e 11 ratos por grupo, respectivamente. Os dados foram analisados por
ANOVA one-way seguida do teste post hoc de Tukey (dados paramétricos) ou pelo
teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (dados nao paramétricos). Para
todas as analises ((p <0.05, " p <0.01, ™ p<0.001, ™ p<0.0001) ....cccvvrrrerrrrnnne. 28
Fig. 3 Efeitos da Dox sobre o status oxidante total (A), TBARs (B) e proteina
carbonilada (C) nas glandulas salivares de ratos Wistar apés 3 semanas de
tratamento. Os dados séo apresentados como média * desvio padrdao para dados
paramétricos ou mediana (25-75%) para dados ndo paramétricos, com tamanhos
amostrais de 12, 12 e 11 ratos por grupo, respectivamente. Os dados foram
analisados por ANOVA one-way seguida do teste post hoc de Tukey (dados
paramétricos) ou pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (dados nao
paramétricos). Para todas as analises (" p <0.01, " p<0.001) ccoeovreeieeiieeeneenne. 31
Fig. 4 Efeitos da Dox sobre a capacidade antioxidante total (A), acido urico (B) e
GSH (C) nas glandulas salivares de ratos Wistar apds 3 semanas de tratamento. Os
dados sao apresentados como média + desvio padrdo, com tamanhos amostrais de
12, 12 e 11 ratos por grupo, respectivamente. Os dados foram analisados por



ANOVA one-way seguida do teste post hoc de Tukey. Para todas as analises (" p <
(OO T IS 0 0 L ) TR 33
Fig. 5 Efeitos da Dox sobre a atividade da SOD (A), CAT (B) e GPx (C) nas
glandulas salivares de ratos Wistar apos 3 semanas de tratamento. Os dados estao
expressos como média + desvio-padrdo para dados paramétricos ou mediana (25—
75%) para dados ndo paramétricos, com tamanhos amostrais de 12, 12 e 11 ratos
por grupo, respectivamente. Os dados foram analisados por ANOVA one-way
seguida do teste de Tukey (dados paramétricos) ou pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn (dados n&do paramétricos). Para todas as analises (" p <
(OO T IR O 0 L TO RS 35
Fig. 6 Representagdo esquematica dos mecanismos subjacentes a disfungado das
glandulas salivares induzida pela doxorrubicina. O estresse oxidativo causado pela
Dox induz dano histomorfométrico e funcional, comprometendo a secrecdo e a

COMPOSICAO AA SAIVA ...eveiiieeii e e e et e e e e aeees 42



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Efeitos da doxorrubicina no peso corporeo, consumo alimentar e hidrico,

peso e indice das glandulas salivares, e proteina total das glandulas salivares.................



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Dox Doxorrubicina

mg/kg miligramas por quilograma

m? metro quadrado

NaCl cloreto de sodio (solucdo salina)

mL mililitro

g grama

pm micrémetro

mM milimolar

pmol micromol

TOS Total Oxidant Status (Status Oxidante Total)

TBARS Thiobarbituric Acid Reactive Substances (Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbiturico)

DNPH 2,4-dinitrofenilhidrazina

TAC Total Antioxidant Capacity (Capacidade Antioxidante Total)

GSH Glutationa reduzida

SOD Superdxido dismutase

CAT Catalase

GPx Glutationa peroxidase

UV-Vis Ultravioleta-Visivel (espectrofotometria)

ANOVA Analysis of Variance (Andlise de Variancia)
SD Standard Deviation (Desvio Padrao)
pH Potencial Hidrogenionico

mmol/L milimol por litro



pL
p/v
v/v
EROS

EU

microlitro

proporgao peso/volume
propor¢ao volume/volume
Espécies Reativas de Oxigénio

European Union (Unido Europeia)



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e Aspectos Eticos

2.2 Delineamento Experimental

2.3 Coleta de Saliva, Fluxo Salivar, pH e Capacidade Tamponante
2.4 Coleta e Armazenamento de Amostras de Tecido

2.5 Processamento Histologico e Andlise Histomorfométrica
2.6 Parametros Bioquimicos

2.6.1 Analises bioquimicas salivares

2.7 Analises Bioquimicas das Glandulas Salivares

2.7.1 Preparo do homogenato

2.8 Dano Oxidativo

2.9 Efeitos da Dox na Defesa Antioxidante ndo Enzimatica Tecidual
2.9.1 Capacidade antioxidante total ndo enzimatica

2.9.2 Determinagao da concentragdo de acido trico

2.9.3 Determinagao da concentragao de GSH

2.10 Efeitos da Dox na defesa antioxidante enzimatica tecidual
2.10.1 Avaliagdo da atividade da SOD

2.10.2 Avaliacao da atividade da CAT

2.10.3 Avaliacao da atividade da GPx

3 ANALISE ESTATISTICA

4 RESULTADOS

5 DISCUSSAO

6 CONCLUSAO

7 REFERENCIAS

ANEXOS

15
17
17
17
18
19
19
20
20
20
20
21
21
21
21
22
22
22
22
22
23
24
36
42
43
51



15

1 INTRODUCAO®

O cancer ¢ caracterizado por alteragdes genéticas que conferem as células capacidade
de proliferacdo descontrolada, resisténcia a morte celular, invasdo tecidual e disseminagdo
metastatica causadas por multiplas alteragdes genéticas (Swanton et al. 2024). E a segunda
principal causa de morbidade ¢ mortalidade global, com aproximadamente 20 milhdes de
novos casos ¢ 9,7 milhdes de mortes anualmente (World Health Organization, 2024). Em
criancas e adolescentes, ¢ a principal causa de morte relacionada a doengas, com uma
estimativa de 7.930 novos casos anuais no Brasil entre 2023 e 2025 (Instituto Nacional de
Cancer, 2023). As abordagens terapéuticas incluem cirurgia, radioterapia, quimioterapia e
imunoterapia (Peters, 2024; Zafar et al. 2025). A quimioterapia ¢ amplamente utilizada, mas
causa efeitos adversos sistémicos, como nauseas, vomitos, alopecia e supressdo da medula
Ossea. No trato gastrointestinal, pode induzir mucosite (Mattioli et al. 2023) e prejudicar a
saude bucal, favorecendo carie e doenca periodontal, principalmente devido a hipossalivacao,

alteracdo da microbiota oral e limitagdes de higiene (Seremidi et al. 2025; Zhang et al. 2023).

A doxorrubicina (Dox), um antibidtico da classe das antraciclinas (Cagel et al. 2017),
¢ amplamente utilizada contra tumores hematologicos e solidos, incluindo leucemias,
linfomas, sarcomas e carcinomas (Bonadonna et al. 1969; Gautam et al. 2025). Sua
citotoxicidade envolve a intercalacdo no DNA, formagao de adutos, quebras de dupla fita e
inibicdo da topoisomerase II, comprometendo a integridade gendmica e ativando vias de
apoptose (Gautam et al. 2025; Mattioli et al. 2023). Além desses mecanismos, a doxorrubicina
também sofre redug¢do enzimatica, gerando espécies reativas de oxigénio, como anion
superoxido, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila. O estresse oxidativo resultante
desempenha papel central na mediagdo da sua toxicidade (Mattioli et al. 2023). A acumulagao
mitocondrial intensifica esse processo, danificando o DNA mitocondrial, prejudicando a
cadeia respiratéria e suprimindo as defesas antioxidantes (Gautam et al. 2025; Kong et al.,
2022). Esses mecanismos explicam sua toxicidade em multiplos sistemas, relatada nos
sistemas cardiaco (Gautam et al. 2025), hepatico (Kalender et al. 2005), neurologico (Cardoso
et al. 2020), renal (Wang et al. 2025) e reprodutivo (Borovskaya et al. 2025). No entanto, os

efeitos da Dox nas glandulas salivares ainda sdo pouco compreendidos.

Formatado de acordo com a  Naunyn-Schmiedeberg's  Archives of  Pharmacology-
https://link.springer.com/journal/210/submission-guidelines
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Embora a deteccao de Dox na saliva tenha sido relatada (Bressolle et al. 1992; Celio et
al. 1983), seus efeitos orais s3o pouco investigados. As manifestagdes descritas incluem
xerostomia, hipossalivagdo (Stolze et al. 2022), mucosite (Mattioli et al. 2023), disgeusia
(Wickham et al. 1999) e maior risco a carie e doenca periodontal, em decorréncia de
alteracdes salivares. (Soutome et al. 2021). Em roedores, a Dox interfere na odontogénese,
prejudicando a formacdo da dentina (Dahl e Stromme Koppang 1985; Satoh et al. 2001), e
afeta o osso alveolar (Srivichit et al. 2024). Alteracdes também foram descritas nas glandulas
submandibulares, incluindo vacuolizagdo citoplasmatica (Jirakulsomchok et al. 1983), atrofia
acinar (Mansy et al. 2020) e infiltrado inflamatdrio com nticleos pleomorficos (Yurdabakan et
al. 2022). Entretanto, as consequéncias funcionais e estruturais nas glandulas salivares e na

bioquimica da saliva permanecem pouco exploradas.

A saliva, secretada pelas glandulas salivares maiores (pardtida, submandibular,
sublingual) e menores (Huang et al. 2023), ¢ essencial para a homeostase bucal, contribuindo
para a digestdo, lubrificacdo, protecdo da mucosa, defesa antimicrobiana, reparo tecidual,
tamponamento e equilibrio mineral (Schwerdt et al. 2025). Sua composi¢do complexa inclui
proteinas, peptideos (Vila et al. 2019), eletrolitos (Pampani et al. 2024) e antioxidantes
(Klimiuk et al. 2021; Zalewska et al. 2021). Em roedores, agentes como 5-fluorouracil
(Bomfin et al. 2017; Gaston et al. 2025), oxaliplatina, bevacizumabe (Gaston et al. 2025) e
paclitaxel (Tykhonovych et al. 2024) prejudicam os sistemas antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos, alterando o fluxo, composicdo e funcdo salivares. Considerando a associagdo
entre quimioterdpicos e comprometimentos orais, € a toxicidade da Dox mediada pelo estresse
oxidativo (Stolze et al. 2022), este estudo objetivou investigar os efeitos a longo prazo da
exposi¢do cumulativa a Dox nos parametros funcionais, bioquimicos e redox das glandulas
parotida e submandibular de ratos Wistar adultos jovens. A hipotese nula assumiu que a Dox

nao provoca alteracdes significativas nesses parametros.
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Fig. 6 Representacio esquematica dos mecanismos subjacentes a disfuncdo das

glandulas salivares induzida pela doxorrubicina. O estresse oxidativo causado pela Dox

induz dano histomorfométrico e funcional, comprometendo a secrecio e a composi¢io

da saliva

A Dox compromete a estrutura e a fun¢do das glandulas salivares de forma dose

dependente, com efeitos mais pronunciados na dose de 5,0 mg/kg. As alteragdes observadas

indicam que o estresse oxidativo desempenha um papel crucial nesse processo, afetando

diretamente a fun¢do salivar e a homeostase da cavidade oral (Fig. 6). Esses achados

contribuem para compreender como a quimioterapia pode impactar negativamente a saude

bucal e reforgam a importancia de buscar estratégias para minimizar e prevenir esses efeitos

em pacientes submetidos ao tratamento oncologico.
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