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RESUMO  
Levetiracetam  (LEV)  é  um  anticonvulsivante  usado  para  o  tratamento  da  epilepsia.  Os  
efeitos  tóxicos  deste  medicamento  nos  tecidos  têm  sido  associados  ao  desequilíbrio  
do   estado   redox,   que   pode   levar   à   disfunção   das   glândulas   salivares.   Portanto,   o  
presente   trabalho   investigou   os   efeitos   do   LEV   nos   parâmetros   bioquímicos,  
funcionais  e  redox  das  glândulas  parótidas  e  submandibulares  em  ratos.  Para  isso,  
ratos  Wistar  machos  (Rattus  norvegicus  albinus)  foram  divididos  aleatoriamente  em  3  
grupos  (n=10/grupo):  Controle  (soro  fisiológico  0,9%),  LEV100  (100  mg/kg)  e  LEV300  
(300  mg/kg).  Após  21  dias  consecutivos  de  tratamentos  com  gavagem  intragástrica,  a  
secreção  de  saliva  estimulada  pela  pilocarpina  foi  coletada  para  análise  bioquímica  
salivar.   As   glândulas   salivares   extraídas   foram   utilizadas   para   histomorfometria   e  
análises  do  estado  redox.  Nossos  resultados  mostraram  que  o  LEV300  aumentou  os  
marcadores  de  hepatotoxicidade  plasmática  e  reduziu  a  atividade  da  amilase  salivar  
e  a  área  de  superfície  acinar  da  glândula  parótida.  A  capacidade  oxidante  total  e  o  
dano  oxidativo  a  lipídios  e  proteínas  foram  maiores  na  glândula  parótida,  enquanto  a  
capacidade  antioxidante  total  e  os  níveis  de  ácido  úrico  foram  reduzidos  na  glândula  
submandibular   do   grupo   LEV100   em   comparação   ao   controle.   Por   outro   lado,   a  
capacidade   oxidante   total,   o   dano   oxidativo   a   lipídios   e   proteínas,   a   capacidade  
antioxidante  total  e  os  níveis  de  ácido  úrico  foram  menores  em  ambas  as  glândulas  
salivares  do  grupo  LEV300  em  comparação  ao  controle.  As  atividades  da  superóxido  
dismutase   e   da   glutationa   peroxidase   foram  menores   nas   glândulas   salivares   dos  
animais  tratados  em  comparação  ao  controle.  Concluindo,  nossos  dados  sugerem  que  
o  tratamento  com  LEV  representa  um  agente  potencialmente  tóxico,  que  contribui  para  
a  disfunção  das  glândulas  salivares  induzida  por  drogas.  

Palavras-­chave:   Levetiracetam.   Anticonvulsivante.   Saliva.   Glândulas   salivares.  
Estresse  oxidativo.    
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ABSTRACT  
Levetiracetam   (LEV)   is   an   anticonvulsant   for   epilepsy.   The   toxic   effects   of   this  
medication   in   tissues  have  been  associated  with   redox  state   imbalance,  which  can  
lead  to  salivary  gland  dysfunction.  Therefore,  the  current  work  investigated  the  effects  
of   LEV   on   the   biochemical,   functional,   and   redox   parameters   of   the   parotid   and  
submandibular  glands  in  rats.  For  this,  male  Wistar  rats  (Rattus  norvegicus  albinus)  
were   randomly   divided   into   3   groups   (n=10/group):   Control   (0.9%   saline   solution),  
LEV100   (100   mg/kg),   and   LEV300   (300   mg/kg).   After   21   consecutive   days   of  
intragastric  gavage  treatments,  pilocarpine  stimulated  saliva  secretion  was  collected  
for   salivary   biochemical   analysis.   The   extracted   salivary   glands   were   utilized   for  
histomorphometry   and   redox   state   analyses.   Our   results   showed   that   LEV300  
increased  plasma  hepatotoxicity  markers  and  reduced  salivary  amylase  activity  and  
the   acinar   surface   area   of   the   parotid   gland.   Total   oxidant   capacity   and   oxidative  
damage  to  lipids  and  proteins  were  higher  in  the  parotid  gland,  while  total  antioxidant  
capacity  and  uric  acid  levels  were  reduced  in  the  submandibular  gland  of  the  LEV100  
group   compared   to   Control.   On   the   other   hand,   total   oxidant   capacity,   oxidative  
damage   to   lipids   and  proteins,   total   antioxidant   capacity,   and  uric   acid   levels  were  
lower  in  both  salivary  glands  of  the  LEV300  group  compared  to  Control.  Superoxide  
dismutase  and  glutathione  peroxidase  activities  were  lower   in  the  salivary  glands  of  
treated  animals  compared  to  Control.   In  conclusion  our  data  suggest   that   treatment  
with  LEV  represents  a  potentially  toxic  agent,  that  contributes  to  drug-­induced  salivary  
gland  dysfunction.  

Keywords:  Levetiracetam.  Anticonvulsant.  Saliva.  Salivary  glands.  Oxidative  stress.    
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1  INTRODUÇÃO  

A   epilepsia   é   uma   doença   neurológica   crônica   caracterizada   por   crises  

epilépticas  recorrentes  não  provocadas  (espontâneas),  que  podem  ser  de  natureza  

focal  ou  generalizada  (LOSCHER;;  POTSCHKA;;  SISODIYA;;  VEZZANI,  2020).  Afeta  

cerca  de  50  milhões  de  pessoas  da  população  mundial  (OMS.,  2023),  o  que  a  torna  

uma  das  doenças  neurológicas  mais  comuns  em  todo  o  mundo  (SPICIARICH;;  VON  

GAUDECKER;;  JURASEK;;  CLARKE  et  al.,   2019)  e  um  grande  problema  de  saúde  

pública  (OMS.,  2023)  por  afetar  a  qualidade  de  vida,  aumentar  a  morbidade  e  o  risco  

de  mortalidade  prematura,  e  diversas  consequências   físicas  e  psicológicas  (THIJS;;  

SURGES;;  O'BRIEN;;  SANDER,  2019).  No  Brasil,  estima-­se  que  tenha  340  mil  casos  

novos  ao  ano,  apresentando   incidência  anual  de  190/100.000,  com  1,8  milhões  de  

pessoas   com   epilepsia   ativa   e   9  milhões   de   pessoas   que   já   apresentaram   crises  

epilépticas   alguma   vez   nas   suas   vidas   (GALLUCCI   NETO;;   MARCHETTI,   2005).  

Contudo,  dados  gerais  sobre  o  número  de  casos  de  epilepsias  no  Brasil  ainda  são  

escassos.  

Entre   as   opções   terapêuticas   disponíveis,   a   farmacoterapia   com  

anticonvulsivantes   é   uma   parte   essencial   no   controle   das   convulsões   e   na  

estabilização   da   epilepsia.   No   Brasil,   são   aprovados   quinze   fármacos  

anticonvulsivantes  disponibilizados  pelo  Protocolo  Clínico  e  Diretrizes  Terapêuticas  da  

Epilepsia  do  Ministério  da  Saúde  (BRASIL,  2018)  com  diversos  mecanismos  de  ação,  

dentre  os  principais,  com  ação  na  modulação  de  canais  iônicos  (exemplo  da  fenitoína,  

carbamazepina,   lacosamida   e   ácido   valproico),   aumento   da   neurotransmissão  

inibitória   (exemplo   do   fenobarbital,   benzodiazepínicos   e   topiramato)   e   ligação   à  

glicoproteína  2A  de  vesícula  sináptica  (SV2A),  como  é  o  caso  do  levetiracetam  (LEV)  

(Figura  1)  (LOSCHER;;  GILLARD;;  SANDS;;  KAMINSKI  et  al.,  2016).  
Figura   1   -­   Mecanismo   de   ação   de   medicamentos   anticonvulsivantes   clinicamente  
aprovados  
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Fonte:  LÖSCHER  et  al.  2016  

Entre  essas  opções,  destaca-­se  o  LEV,  aprovado  em  2015  pela  Agência  

Nacional  de  Vigilância  Sanitária  e  disponibilizado  a  partir  de  2017  pelo  Sistema  Único  

de   Saúde   tanto   na   forma   de   solução   oral,   como   em   comprimidos.   É   um  

anticonvulsivante   de   nova   geração   comumente   prescrito   (MARINO;;   VITALITI;;  

MARINO;;  PAVONE  et  al.,  2018)  para  tratar  diferentes  tipos  de  epilepsia  em  adultos  e  

crianças  (LI;;  WANG;;  ZHU;;  JIAO,  2021)  devido  ao  seu  amplo  espectro  de  ação  e  um  

perfil  farmacocinético  favorável  (TRINKA,  2011).  Seu  mecanismo  de  ação  ainda  não  

é  totalmente  esclarecido,  mas  evidências  mostram  que  o  principal  alvo  do  LEV  é  atuar  

sobre  os  receptores  de  proteína  da  SV2A  (LYNCH;;  LAMBENG;;  NOCKA;;  KENSEL-­

HAMMES  et  al.,  2004;;  TAN;;  PAQUETTE;;  LEVINE;;  ENSOM,  2017),  de  forma  a  inibir  

a   liberação   de   neurotransmissores   excitatórios   e,   assim,   reduzir   a   excitabilidade  

sináptica   (HAKAMI,   2021)   e   promover   proteção   contra   convulsões   (DESHPANDE;;  

DELORENZO,   2014).   Além  do  mais,   LEV   também  pode  modular   a   sinalização   de  

cálcio   (CONTRERAS-­GARCIA;;   CARDENAS-­RODRIGUEZ;;   ROMO-­MANCILLAS;;  

BANDALA  et  al.,  2022)  e  inibir  os  canais  sinápticos  dependentes  de  voltagem  de  cálcio  

(VOGL;;  MOCHIDA;;  WOLFF;;  WHALLEY  et  al.,  2012)  e  canais  controlados  por  potássio  

(MADEJA;;  MARGINEANU;;  GORJI;;  SIEP  et  al.,  2003).  

Contudo,   estudos   experimentais   em   roedores   demonstraram   que   a  

administração  crônica  de  LEV  pode  induzir  a  danos  hepáticos  (SABBAH;;  HANAFY;;  

ARAFA,  2019),    toxicidade  reprodutiva  em  ratos  (BAYSAL;;  ILGIN;;  KILIC;;  KILIC  et  al.,  

2017)  e   ratas   (SVALHEIM;;  TAUBOLL;;  SURDOVA;;  ORMEL  et  al.,  2008),  disfunção  
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renal  em  ratas  prenhas  (SABBAH;;  HANAFY;;  ARAFA,  2019),  diminuição  da  densidade  

mineral   óssea   (FEKETE;;   SIMKO;;   GRADOSOVA;;   MALAKOVA   et   al.,   2013)   e   ao  

prejuízo  na  capacidade  de  memória  e  aprendizado  (SARANGI;;  PATTNAIK;;  KATYAL;;  

KALEEKAL   et   al.,   2020).   Além   disso,   o   tratamento   com   LEV   está   associado   ao  

aumento   do   dano   oxidativo   no   cérebro   de   ratos   (SARANGI;;   KAKKAR;;   KUMAR;;  

GUPTA,   2016)   e   no   plasma   de   crianças   (HAZNEDAR;;   DOGAN;;   ALBAYRAK;;   OZ  

TUNCER  et  al.,  2019).  Portanto,  considerando  o   risco  de   toxicidade   tecidual  deste  

medicamento,  além  do  fato  do  LEV  ser  captado  e  secretado  pelas  glândulas  salivares  

(KARAS-­RUSZCZYK;;   KUCZYNSKA;;   SIENKIEWICZ-­JAROSZ;;   KURKOWSKA-­

JASTRZEBSKA  et  al.,  2017),  é  importante  avaliar  se  este  anticonvulsivante  pode  ter  

efeitos  adversos  na  glândula  salivar  funções.  

Em  relação  a  saúde  bucal,  a  xerostomia  (GHAFOOR;;  RAFEEQ;;  DUBEY,  

2014)  e  o  aumento  gengival  (JOSHI;;  DESHPANDE;;  DESHPANDE;;  RATHORE,  2017)  

são  os  efeitos  colaterais  mais  comuns  dos  anticonvulsivantes.  Além  do  mais,  alguns  

anticonvulsivantes  são  responsáveis  pelo  acúmulo  do  biofilme  (MODEER;;  DAHLLOF;;  

THEORELL,  1986),  redução  do  fluxo  e  capacidade  tamponante  da  saliva  (KAMALI;;  

THOMAS,  1994;;  LUNDSTROM;;  EEG-­OLOFSSON;;  HAMP,  1982)  e  diminuição  das  

concentrações  de  imunoglobulina  A  e  cistatinas,  componentes  salivares  com  funções  

antimicrobianas  (HENSKENS;;  STROOKER;;  VAN  DEN  KEIJBUS;;  VEERMAN  et  al.,  

1996),  de  modo  a  aumentar  o  risco  de  cárie  (RAJAVAARA;;  VAINIONPAA;;  RATTYA;;  

KNIP   et   al.,   2003).   Portanto,   apesar   da   relevância   da   saliva   na   manutenção   da  

homeostase  bucal,   por  meio  da  capacidade   tamponante,   lubrificação,   formação  da  

película   adquirida   e   atuação   na   remineralização   (FAROOQ;;   BUGSHAN,   2020;;  

MARSH;;   DO;;   BEIGHTON;;   DEVINE,   2016;;   PEDERSEN;;   SORENSEN;;   PROCTOR;;  

CARPENTER   et   al.,   2018;;   PROCTOR,   2016)   ainda   não   está   claro   os   efeitos   dos  

anticonvulsivantes  na  secreção  e  composição  salivar.  

A  saliva  é  composta  em  sua  grande  parte  por  água  e  uma  pequena  porção  

por   proteínas   e   substâncias   orgânicas   (mucina,   amilase,   lipases,   fatores   de  

crescimentos,  peroxidases,  etc.)  e  inorgânicas  (cálcio,  sódio,  cloreto,  potássio,  fosfato,  

etc.)   (CHIAPPIN;;   ANTONELLI;;   GATTI;;   DE   PALO,   2007;;   LIU;;   DUAN,   2012)   que  

desempenham  funções  biológicas  na  digestão,  atividades  antimicrobianas,  sensação  

gustatória,   proteção,   lubrificação   e   na  manutenção   da   saúde   bucal   e   geral   (ILEA;;  

ANDREI;;   FEURDEAN;;   BABTAN   et   al.,   2019).   É   secretada  majoritariamente   pelas  

glândulas   salivares   maiores:   parótidas,   submandibulares   e   sublinguais,   e   por  
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pequenas   glândulas   salivares   submucosas   (PROCTOR;;   SHAALAN,   2021).   Além  

disso,  a  saliva  é  composta  de  antioxidantes  que  servem  para  contrabalançar  o  efeito  

dos   radicais   livres   na   cavidade   oral,   incluindo   agentes   enzimáticas:   superóxido  

dismutase   (SOD),   peroxidases,   catalase   (CAT),   e   não   enzimáticas:   ácido   úrico,  

glutationa   reduzida   (GSH),   vitamina   A,   C   e   E,   albumina,   lactoferrina   (AVEZOV;;  

REZNICK;;   AIZENBUD,   2015;;   SCHWARTZ;;   NEIERS;;   FERON;;   CANON,   2020;;  

ZUKOWSKI;;   MACIEJCZYK;;   WASZKIEL,   2018).   Entretanto,   a   instabilidade   deste  

sistema   de   defesa   antioxidante   está   associada   com   as   disfunções   das   glândulas  

salivares   após   o   tratamento   com   fármacos,   como   o   metronidazol   (ONOPIUK;;  

ONOPIUK;;  DABROWSKA;;  DABROWSKA  et  al.,  2018),  sibutramina  (DOS  SANTOS;;  

FIAIS;;   OLIVEIRA;;   RIBAS   et   al.,   2022),   ciclosporina   e   tacrolimo   (SPOLIDORIO;;  

HERRERA;;  COIMBRA;;  DE  ANDRADE  et  al.,  2015).  

Portanto,   considerando   a   associação   dos   anticonvulsivantes   com   a  

deterioração  da  saúde  bucal  e  evidências  ligando  o  potencial  efeito  tóxico  tecidual  do  

LEV  por  meio  o  desequilíbrio  do  estado  redox,  o  propósito  do  trabalho  foi  investigar  

os  efeitos  do   tratamento  com  LEV  nos  parâmetros  bioquímicos,   funcionais  e   redox  

das  glândulas  parótidas  e  submandibulares  de  ratos.  
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2  OBJETIVOS  

2.1  Objetivo  geral  

Avaliar  os  efeitos  do  tratamento  com  o  LEV  nos  parâmetros  bioquímicos,  

funcionais  e  redox  das  glândulas  parótidas  e  submandibulares  de  ratos.  

2.1.1  Objetivos  específicos    

Para   responder   a   proposição   e   cumprir   nosso   objetivo   geral,   foram  

propostas  as  seguintes  estratégias:    

Avaliar  o  efeito  das  duas  doses  do  LEV  nas  atividades  das  transaminases;;    

Avaliar  o  efeito  do  LEV  na  massa  corpórea,  consumo  alimentar  e  de  água,  massa  

relativa  das  glândulas  salivares;;  

Avaliar  os  aspectos  histomorfométricos  das  glândulas  parótidas  e  submandibulares  

por  meio  da  coloração  de  hematoxilina  e  eosina;;  

Avaliar  o  fluxo  salivar,  capacidade  tamponante,  pH,  concentração  de  proteína  total,  

atividade  da  amilase,  concentração  de  cálcio,  fosfato,  cloreto  e  potássio  da  saliva;;  

Avaliar  a  capacidade  oxidante  total,  dano  oxidativo  lipídico  e  proteico  no  homogenato  

das  glândulas  salivares;;  

Avaliar   a   defesa   antioxidante   não   enzimática   das   glândulas   salivares   por  meio   da  

capacidade  antioxidante  total,  ácido  úrico  e  GSH  no  homogenato;;  

Avaliar  a  defesa  antioxidante  enzimática  das  glândulas  salivares  por  meio  a  atividade  

enzimática  de  SOD,  CAT  e  GPx  no  homogenato.    
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3  MATERIAIS  E  MÉTODOS  

3.1  Animais  e  aspectos  éticos  

O  estudo  foi  aprovado  pelo  Comitê  de  Ética  no  Uso  de  Animais  (CEUA)  da  

Faculdade  de  Odontologia  de  Araçatuba,  São  Paulo   (Certificado  de  Autorização  nº  

0251-­2021),  seguindo  as  diretrizes  brasileiras  do  Conselho  Nacional  de  Controle  de  

Animais  Experimentação  (CONCEA)  e  de  acordo  com  a  Diretiva  da  UE  (2010/63/UE).  

Todos  os  experimentos  cumpriram  as  diretrizes  da  ARRIVE.  Foram  utilizados  trinta  

ratos   Wistar   machos   (Rattus   norvegicus   albinus)   pesando   aproximadamente   150  

gramas,  com  5  semanas  de  idade,  foram  obtidos  no  biotério  local  para  este  estudo.  

Os   animais   foram   mantidos   em   gaiolas   coletivas   em   ambiente   com   temperatura  

controlada  de  21  ±  3  ºC,  ciclo  claro/escuro  de  12  horas  e  umidade  relativa  de  55  ±  5%.  

Água  e  ração  comercial  padrão  (Neovia  Nutrição  e  Saúde  Animal  LTDA,  Paulínia,  SP,  

Brasil)   foram  fornecidas  ad  libitum  durante  todo  o  período  de  tratamento  e  também  

durante  a  adaptação  ao  biotério  do  Departamento  de  Ciências  Básicas  -­  Prédio  31  (7  

dias).  A  massa  corpórea,  consumo  de  ração  e  água  foram  avaliados  duas  vezes  por  

semana.    

3.2  Delineamento  experimental    

O  fluxograma  esquemático  do  delineamento  experimental  do  estudo  pode  

ser  observado  na  Figura  2.  Os  ratos  foram  divididos  aleatoriamente  em  três  grupos  

experimentais   (n=10/grupo):   Controle,   LEV100   e   LEV300.   A   randomização   dos  

animais  para  distribuição  dos  grupos  foi  realizada  utilizando  o  método  de  sorteio.  O  

tratamento  com  LEV  (solução  de  xarope  de  100  mg/mL,  Keppra®,  UCB  Biopharma  

Ltda,   Limay,   França)   ocorreu   por   21   dias   consecutivos   (DHANDE;;   GONARKAR;;  

SANGHAVI;;   PANDIT,   2015;;   ERBAS;;   YILMAZ;;   TASKIRAN,   2016;;   LOSCHER;;  

HONACK,   2000)   e   a   administração   foi   por   gavagem   via   intragástrica   na   forma   de  

xarope  nas  doses  de  100  mg/kg  e  300  mg/kg,  que  equivale  aproximadamente  à  dose  

terapêutica   inicial   e   a   dose   máxima   diária   em   humanos   (Keppra,   2016),  

respectivamente,  com  base  na  fórmula  para  dose  translacional  baseada  na  superfície  

de  área   corpórea   (mg/m²)   (REAGAN-­SHAW;;  NIHAL;;  AHMAD,  2008).  Essas  doses  

também  foram  selecionadas  com  base  nos  resultados  obtidos  em  diferentes  estudos  

de   toxicidade   (MARGINEANU;;   MATAGNE;;   KAMINSKI;;   KLITGAARD,   2008;;  

SARANGI;;   PATTNAIK;;   KATYAL;;   KALEEKAL   et   al.,   2020;;   ZWIERZYNSKA;;  
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PIETRZAK,   2022).   O   grupo   controle   recebeu   solução   salina   a   0,9   %   (m/v)   por  

gavagem  intragástrica  no  mesmo  volume  equivalente  a  dose  máxima  (JIA;;  LIU;;  LUAN;;  

LI   et   al.,   2011).   O   tamanho   amostral   foi   calculado   usando   OpenEpi  

(www.openepi.com/Menu/OE_Menu.html)  e   foi   realizado  antes  do  estudo  usando  a  

atividade  da  amilase  saliva  obtida  em  um  estudo  piloto.  De  acordo  com  o  cálculo  do  

poder,  a  inclusão  de  7  animais  por  grupo  seria  suficiente  para  detectar  uma  diferença  

estatisticamente  significativa  de  120.000  U/g  de  proteína  total  na  atividade  da  amilase  

salivar  entre  os  grupos  controle  e  LEV300,  com  poder  de  80%  em  nível  de  significância  

de  5%.  Considerando  possíveis  mortes  de  animais  durante  a  anestesia  e  coleta  de  

saliva,  foram  acrescentados  mais  três  animais  a  cada  grupo,  resultando  em  10  ratos  

por  grupo,  totalizando  30  animais.  

Figura  2.  Fluxograma  esquemático  do  estudo  

  

Fonte:  Elaborado  pelo  Autor  (2023)  

3.3  Coleta  da  saliva,  fluxo,  pH  e  capacidade  tamponante  salivar    

Todos  os  animais,  em  estado  de  jejum,  foram  anestesiados  com  cloridrato  

de  xilazina  (10  mg/kg,  IM)  e  cloridrato  de  cetamina  (75  mg/kg,  IM).  Após  anestesia,  o  

fluxo   salivar   foi   estimulado   com  nitrato   de   pilocarpina   (5  mg/kg   de  mc,   IP,  Sigma-­

Aldrich,  St  Louis,  MO,  EUA).  Os  animais  foram  colocados  em  uma  prancha  inclinada,  

e   a   saliva   coletada   em   frascos   previamente   pesados   e   mantidos   em   gelo   por   10  

minutos,  contados  desde  a  primeira  gota  de  saliva.  O  volume  de  saliva  foi  calculado  

pela  diferença  de  peso  entre  o   frasco  cheio  e  vazio,  considerando  a  densidade  da  

saliva   como   1   g/mL   (CYPRIANO;;   DOS   SANTOS   RAMOS;;   DE   OLIVEIRA;;   DOS  

SANTOS  et  al.,  2021).  O  fluxo  salivar  foi  expresso  em  mL  de  saliva  por  minuto  por  100  
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g  de  massa   corpórea.  A   saliva   foi   fracionada  e  armazenada   (-­80   °C)   até   o   dia   da  

análise  laboratorial  (1-­2  semanas).  O  pH  e  a  capacidade  tamponante  foram  avaliados  

imediatamente  após  a  coleta.  O  pH  salivar   foi  medido  em  amostras  de  saliva  com  

eletrodo   específico   (Analyzer,   São   Paulo,   SP,   Brasil)   conectado   a   um   pHmetro  

(Thermo   Fischer,   Orion   720A,   MA,   EUA),   previamente   calibrado.   A   capacidade  

tamponante  foi  calculada  pelo  método  titulométrico,  de  acordo  com  o  volume  de  ácido  

lático  (0,1  mol/L)  utilizado  para  reduzir  o  pH  salivar  para  4,0  e  foi  expresso  em  mL  de  

ácido   lático   (DOS  SANTOS;;  FIAIS;;  DE  OLIVEIRA  PASSOS;;  DOS  SANTOS  et   al.,  

2022).  

3.4  Coleta  e  armazenamento  de  amostras  de  tecido  e  plasma  

Posteriormente,   os   animais   foram   submetidos   à   eutanásia   por  

exsanguinação  por  punção  cardíaca,  sempre  pela  manhã  (9h  às  11h)  para  minimizar  

os  efeitos  do  ritmo  circadiano.  Na  sequência,  as  glândulas  salivares  foram  removidas,  

limpas   e   pesadas.   As   glândulas   salivares   do   lado   direito   foram   congeladas   em  

nitrogênio  líquido  e  armazenadas  a  -­80°C  para  análises  do  estado  redox,  enquanto  as  

glândulas   do   lado   esquerdo   foram   processadas   histologicamente   para   análise  

histomorfométrica.  Amostras  de  sangue  foram  coletadas  durante  a  punção  cardíaca  e  

o  plasma  foi  obtido  após  centrifugação  por  10  minutos  a  4  °C  e  armazenado  a  -­80  °C.  

3.5  Parâmetros  bioquímicos    

Todos   os   reagentes   dos   ensaios   bioquímicos   foram   obtidos   da   Sigma-­

Aldrich   (Alemanha/EUA)   e   da   Bioclin   (Belo   Horizonte,   Minas   Gerais,   Brasil).   Um  

espectrofotômetro  UV-­Vis  (U-­2000,  Hitachi,  Japão)  e  um  espectrofotômetro  leitor  de  

microplacas   foram   utilizados   para   medir   a   absorbância   (PowerWave   340,   BioTek,  

EUA).   Nenhuma   mortalidade   relacionada   ao   tratamento   foi   observada   nos   ratos;;  

portanto,  todas  as  análises  bioquímicas  da  saliva  e  do  homogeneizado  das  glândulas  

salivares   foram  baseadas  em  um  tamanho  de  amostra   final  de  10  ratos  por  grupo.  

Todas  as  medidas  foram  realizadas  em  duplicata  técnica  e  padronizadas  pelo  teor  de  

proteína  total.  As  comparações  das  quantidades  de  analitos  bioquímicos  presentes  na  

saliva   e   nos   homogeneizados   de   tecidos   foram   possíveis   pela   normalização   da  

proteína  total.  
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3.5.1  Análise  das  atividades  de  aspartato  aminotransferase  e  alanina  
aminotransferase    

Para  avaliar  possíveis  danos  hepáticos  causados  pelo  LEV,  as  atividades  

plasmáticas   das   enzimas   aspartato   aminotransferase   (AST)   e   alanina  

aminotransferase  (ALT)  foram  determinadas  utilizando  kits  comerciais  (Bioclin,  Belo  

Horizonte,  Minas  Gerais,  Brasil)   baseados  no  método  cinético  ultravioleta  contínuo  

realizado  em  espectrofotômetro  (Bio-­Plus®  Analisador  Bioquímico;;  Bioplus  Produtos  

para  Laboratórios  Ltda.;;  Barueri-­SP,  Brasil).  Os  valores  foram  expressos  em  U/L.  

3.5.2  Análises  bioquímicas  salivares    

A   concentração   de   proteína   total   foi   determinada   usando   o   método   de  

Hartree-­Lowry  (HARTREE,  1972),  usando  albumina  de  soro  bovino  como  padrão.  A  

atividade  da  amilase  foi  determinada  pela  reação  de  coloração  amido-­iodo  conforme  

descrito   anteriormente   (NAGY;;   BARTA;;   VARGA;;   ZELLES,   2001)   utilizando   um   kit  

comercial   (Bioclin,   Belo   Horizonte,   MG,   Brasil).   A   mistura   de   reação   contendo  

sobrenadante  de  uma  amostra  e  0,04%  (p/v)  de  amido  solúvel  como  substrato  em  

tampão  fosfato  0,2  mol/L  a  pH  7,0  foi  incubada  durante  7,5  min  a  37°C.  A  reação  foi  

interrompida  com  a  adição  de  uma  solução  contendo  iodo/iodeto  de  potássio  e  ácido  

clorídrico.   As   amostras   e   as   absorvâncias   do   branco   foram   lidas   a   660   nm.   Uma  

unidade   de   atividade   foi   definida   como   a   quantidade   de   enzima   necessária   para  

hidrolisar  10  mg  de  amido  em  30  min  de  reação  nas  condições  de  ensaio  descritas.  

As  atividades  da  amilase   foram  avaliadas  e  normalizadas  pela  quantidade   total  de  

proteína.  

Kits  colorimétricos  comerciais  foram  usados  para  quantificar  cálcio,  fósforo  

e   cloreto   (Bioclin,   Belo   Horizonte,   MG,   Brasil)   seguindo   as   recomendações   dos  

fabricantes  para  cada  teste.  O  sódio  e  o  potássio  foram  determinados  por  analisador  

de   eletrólitos   íon   seletivo   (9180,   Electrolyte   Analyzer,   Roche®).   Os   valores   de  

eletrólitos  foram  expressos  em  mmol/L.  

3.6  Processamento  histológico  e  análise  histomorfométrica  

As  glândulas  salivares  ressecadas  foram  fixadas  com  solução  de  Bouin  por  

24  horas,  desidratadas  em  etanol,  clarificadas  em  xilol  e  incluídas  em  parafina.  Para  

avaliar   a   morfologia   das   glândulas   salivares,   cortes   de   cinco   micrômetros   foram  
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corados  com  hematoxilina  e  eosina.  Um  histologista  certificado,  calibrado  e  cego  para  

os  tratamentos,  realizou  a  análise  histomorfométrica.  As  imagens  foram  capturadas  

por  uma  câmera  digital  (Olympus,  XC50,  Tóquio,  Japão)  acoplada  a  um  microscópio  

de  luz  (Olympus,  BX53,  Tóquio,  Japão)  com  ampliação  original  de  400x  e  salvas  em  

computador.  Seis  fotomicrografias  de  dois  cortes  histológicos  de  cada  glândula  foram  

obtidas.  A  área  total  das  glândulas  salivares  foi  medida  (μm2)  com  o  software  Image  

J,  (ImageJ,  National  Institutes  of  Health,  EUA,  versão  1.50i)  utilizando  a  ferramenta  

“mãos   livres”   para   delimitar   as   áreas   ocupadas   por   estruturas   parenquimatosas  

(ductos  e  ácinos).  A  área  do  tecido  conjuntivo  foi  considerada  como  a  área  total  da  

imagem  menos  a  área  do  parênquima.  A  área   total  da   imagem  foi  quantificada  em  

100%   e   após   a   média   da   área   das   seis   imagens,   os   valores   resultantes   foram  

submetidos   a   uma   regra   de   três   para   calcular   a   porcentagem   de   cada   estrutura  

analisada.  Esta  análise   foi   realizada  com  cinco  animais  por  grupo   (DOS  SANTOS;;  

FIAIS;;  DE  OLIVEIRA  PASSOS;;  DOS  SANTOS  et  al.,  2022).  

3.7  Análises  bioquímicas  das  glândulas  salivares  

3.7.1  Preparação  do  homogenato  das  glândulas  salivares      

No  dia  da  análise  bioquímica,  as  glândulas  salivares  foram  descongeladas  

em  gelo  e   lavadas  em  solução  salina  gelada  (NaCl  0,9%,  m/v).  O  homogeneizador  

Potter-­Elvehjem   (modelo   MA   099;;   Marconi,   Piracicaba,   SP,   Brasil)   foi   usado   para  

preparar  os  homogenatos  das  glândulas  a  5%  em  tampão  fosfato  de  sódio  50  mmol/L  

(pH   7,4)   contendo   0,2%   (v/v)   de   Triton   X-­100,   ácido   dietilenotriaminopentacético  

(DTPA)   10   mmol/L   e   fluoreto   de   fenilmetanossulfonil   (PMSF)   2   mmol/L.   Os  

homogenatos   foram   centrifugados   a   10.000   rpm   por   10   min   a   4   °C   usando   uma  

centrífuga  Eppendorf  R  5810  (Eppendorf,  Hamburgo,  Alemanha).  O  sobrenadante  foi  

coletado,  fracionado  e  armazenado  a  80  °C  por  menos  de  2  semanas  para  posterior  

análise  de  proteína  total,  capacidade  oxidante  total,  dano  oxidativo  lipídico  e  proteico,  

capacidade  antioxidante  total,  ácido  úrico,  SOD,  CAT  e  GPx.  Os  sobrenadantes  para  

serem  usados  para  determinação  da  GSH  foram  preparados  em  5%  (m/v)  de  ácido  

tricloroacético  (TCA)  contendo  2  mmol/L  de  ácido  etilenodiaminotetracético  (EDTA),  

centrifugado  a  4000  rpm  por  10  min  a  4  °C.  
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3.7.2  Determinação  do  dano  oxidativo  

A   capacidade   oxidativa   total   foi   avaliada   de   acordo   com   o  método   Erel  

(EREL,  2005).  O  método  é  baseado  nos  oxidantes  presentes  na  amostra  que  oxidam  

o  complexo  íon  ferroso-­o-­dianisidina  em  íon  férrico.  O  íon  férrico  produz  um  complexo  

colorido   com   laranja   xilenol   em   meio   ácido.   A   intensidade   da   cor   foi   medida  

espectrofotometricamente   a   560   nm.   O   ensaio   foi   calibrado   com   peróxido   de  

hidrogênio  (H2O2),  e  os  resultados  são  expressos  em  termos  de  H2O2  micromolar  por  

grama  de  proteína.  A  peroxidação  lipídica  foi  avaliada  por  meio  da  concentração  de  

substâncias  reativas  ao  ácido  tiobarbitúrico  (BUEGE;;  AUST,  1978).  A  quantidade  de  

aldeídos  formados  foi  calculada  pelo  coeficiente  de  extinção  molar  (ε532  =  1,56  ×  105  

M-­1  cm-­1).  A  concentração  de  proteína  carbonilada  foi  quantificada  usando  o  método  

alcalino   2,4-­dinitrofenil-­hidrazina   (DNPH)   (MESQUITA;;   OLIVEIRA;;   BENTO;;  

GERALDO  et  al.,  2014).  O  conteúdo  de  carbonil  foi  calculado,  usando  o  coeficiente  

de  extinção  molar  (ε450  =  22.308  M-­1  cm-­1).  

3.7.3  Efeitos  do  LEV  na  defesa  antioxidante  tecidual  não  enzimática    

3.7.3.1  Capacidade  antioxidante  total  não  enzimática    

A  capacidade  antioxidante  total  foi  determinada  espectrofotometricamente  

por  meio  do  método  de  redução  do  ferro,  conforme  descrito  anteriormente  por  Benzie  

e  Strain   (BENZIE;;  STRAIN,   1996).  Os   resultados   foram   calculados   utilizando   uma  

curva  padrão  com  diferentes  concentrações  de  soluções  de  FeSO4.  

3.7.3.2  Determinação  da  concentração  de  ácido  úrico    

A  concentração  de  ácido  úrico  foi  mensurada  com  um  kit  comercial  (Bioclin,  

Belo  Horizonte,  MG,  Brasil).  A  uricase  foi  usada  no  ensaio  para  transformar  o  ácido  

úrico  em  alantoína  e  H2O2  (TRIVEDI;;  REBAR;;  BERTA;;  STONG,  1978).  

3.7.3.3  Determinação  da  concentração  de  GSH  

A  concentração  de  GSH  foi  medida  usando  5,5’-­ditiobis-­(2-­nitrobenzoato)  

(DTNB)  de  acordo  com  o  método  espectrofotométrico  descrito  por  Beutler  (BEUTLER;;  

DURON;;  KELLY,  1963).  A  quantidade  de  GSH   foi  determinada  pelo  coeficiente  de  

extinção  molar  de  GSH  (1,36×104  M−1  cm−1).  Os  níveis  de  GSH  foram  expressos  por  

grama  de  proteína  total.  
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3.7.4  Efeitos  do  LEV  na  defesa  antioxidante  tecidual  enzimática    

3.7.4.1  Determinação  da  atividade  da  SOD  

A  atividade  da  SOD   foi  determinada  espectrofotometricamente   (420  nm)  

mensurando  a  taxa  de  inibição  da  autoxidação  do  pirogalol  em  50  mmol/L  de  tampão  

Tris-­HCl   (pH  8,2),  contendo  1  mmol/L  de  DTPA.  Uma  unidade  de  SOD  foi  definida  

como  a  quantidade  de  enzima  necessária  para  inibir  a  taxa  de  autoxidação  do  pirogalol  

em  50%  (MARKLUND;;  MARKLUND,  1974).  

3.7.4.2  Determinação  da  atividade  da  CAT  

A   atividade   da  CAT   foi   determinada   espectrofotometricamente   (240   nm)  

medindo  a  taxa  de  decomposição  do  peróxido  de  hidrogênio  em  tampão  fosfato  de  

potássio  50  mmol/L  (pH  7,0)  (AEBI,  1984).  As  unidades  da  atividade  da  enzima  foram  

determinadas  usando  o  coeficiente  de  extinção  molar  de  H2O2  (ε240  =  0,0394  mM-­1  cm-­  

1).   Uma   unidade   de   atividade   da   CAT   foi   definida   como   a   quantidade   de   enzima  

necessária  para  decompor  1  mmol  de  H2O2  por  1  minuto.  

3.7.4.3  Determinação  da  atividade  da  GPx  

A  atividade  da  GPx  foi  determinada  pelo  método  que  utiliza  o  peróxido  de  

di-­terc-­butila   como   substrato   da   reação,   ocorrendo   oxidação   da   GSH   pela   GPx  

gerando   glutationa   oxidada   (GSSG),   que   é   convertido   em   GSH   pela   glutationa  

redutase   (GR),   consumindo   nessa   reação   uma   molécula   de   NADPH   (WENDEL,  

1981).  A  atividade  da  enzima  foi  determinada  espectrofotometricamente  monitorando  

o  consumo  de  NADPH  a  340  nm  em  meio  contendo  50  mmol/L  de  tampão  fosfato  de  

sódio  (pH  7,5),  1  mmol/L  de  EDTA,  0,1  mmol/L  de  NADPH,  0,4  mmol/L  de  azida  de  

sódio,  0,1  U/mL  de  GR,  1  mmol/L  de  GSH,  0,5  mmol/L  de  peróxido  de  terc-­butila  e  

amostras.  A  azida  de   sódio   foi   usada  para  bloquear  a  atividade  da   catalase.  Uma  

unidade  da  atividade  da  GPx   foi  definida  como  1  mmol  de  NADPH  consumido  por  

minuto,  usando  o  coeficiente  de  extinção  molar  (ε340  =  6,2  mM−1  cm−1).  

3.9  Análise  estatística  

Todos  os  dados  foram  analisados  em  duplicata,  expressos  como  média  ±  

desvio   padrão,   e   analisados   quanto   à   normalidade   pelo   teste   de   Shapiro-­Wilk.   A  

análise   de   variância   unidirecional   (ANOVA)   seguida   pelo   teste   post   hoc   de   Tukey  
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também  foi  utilizada  para  significância  estatística.  Para  todas  as  análises,  os  valores  

de   probabilidade   p   <   0,05   foram   considerados   estatisticamente   significativos.   As  

análises  estatísticas  foram  realizadas  com  o  software  GraphPad  Prism  8  (GraphPad  

Software,  Inc.;;  La  Jolla,  CA,  EUA).  
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4  RESULTADOS  

4.1  Atividade  plasmática  da  ALT  e  AST,  massa  corpórea,  ingestão  de  
ração  e  água,  peso  e  index  das  glândulas  salivares    

Ao   final   do   período   experimental,   LEV300   foi   hepatotóxica   devido   ao  

aumento  das  atividades  das  transaminases  em  relação  aos  grupos  Controle  (ALT,  p  

<  0,01;;  AST,  p  <  0,05)  e  LEV100  (ALT,  p  <  0,01;;  AST,  p  <  0,01)  (Tabela  1).  Apesar  da  

hepatotoxicidade,  não  encontramos  alterações  significativas  na  massa  corpórea  final,  

ingestão  de  ração,  ingestão  de  água,  o  peso  e  o  índice  das  glândulas  salivares  foram  

entre  os  grupos  (Tabela  1).  

Tabela  1.  Efeitos  do  LEV  nas  transaminases,  peso  corporal,  consumo  de  ração  e  água,  
massa  e  index  das  glândulas  salivares    

Parâmetros   Controle   LEV100   LEV300  

Atividade  da  ALT  (U/L)   76,48  ±  7,26   76,48  ±  8,06   88,82  ±  7,92**##  

Atividade  da  AST  (U/L)   156,6  ±  13,82   152,9  ±  23,24   203,1  ±  53,03*##  

Massa  corpórea  inicial  (g)   210,2  ±  9,81   205,5  ±  7,98   214,6  ±  14,33  

Massa  corpórea  final  (g)   372,4  ±  13,98   382,0  ±  17,74   372,8  ±  31,82  

Ingestão  de  ração  
(g/semana/grupo)  

  
751,6  ±  97,24  

  
832,4  ±  98,05  

  
741,3  ±  27,67  

Ingestão  de  água  
(L/semana/grupo)  

1,56  ±  0,17   1,71  ±  0,30   1,59  ±  0,32  

Massa  parótida  
(mg)  

290,8  ±  29,02   300,4  ±  31,80   304,3  ±  21,78  

Massa  submandibular  
(mg)  

239,1  ±  12,08   261,5  ±  21,97   260,2  ±  26,96  

Index  parótida  
  

0,825  ±  0,07   0,768  ±  0,04   0,830  ±  0,08  

Index  submandibular   0,664  ±  0,04   0,695  ±  0,06   0,692  ±  0,04  

Fonte:  Elaborado  pelo  Autor  (2023)  

Os  dados   foram  expressos   como  média   ±   desvio   padrão,   n   =   10   ratos/grupo.  Os   resultados   foram  
analisados  por  ANOVA  one-­way  seguido  do  pós-­teste  de  Tukey.  Para  todas  as  análises  (*p  <  0,05,  **  
p  <  0,01  versus  grupo  controle;;  ##  p  <  0,01  versus  LEV100).  
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4.2   Efeitos   do   tratamento   com   LEV   nos   parâmetros  
histomorfométricos  das  glândulas  salivares  

As   análises   histomorfométricas   das   micrografias   não   evidenciaram  

diferenças   significativas   nas   estruturas   das   glândulas   parótidas   entre   os   grupos  

Controle   (Figura   3A)   e   LEV100   (Figura   3B).   Por   outro   lado,   LEV300   (Figura   3C)  

provocou  alterações  morfológicas  na  glândula  parótida,  ao  diminuir  a  área  de  ácinos  

(p   <   0,01)   (Figura   3D),   que   foram   compensados   pelo   aumento   na   área   de   tecido  

conjuntivo  (p  <  0,5;;  Figura  3F)  e  área  de  ductos  (p  <  0,5;;  Figura  3E)  em  relação  ao  

grupo  Controle.  Por  sua  vez,  não  detectamos  mudanças  significantes  nas  áreas  de  

ductos  (Figura  3J),  ácinos  (Figura  3L),  e  tecido  conjuntivo  (Figura  3L)  nas  micrografias  

das  glândulas  submandibulares  após  o  tratamento  com  ambas  as  doses  (Figura  3G,  

H  e  I).  
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Figura  3.  Efeitos  do  LEV  nos  parâmetros  histomorfométricos  das  glândulas  salivares  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Fonte:  Elaborado  pelo  Autor  (2023)  

Efeitos   do   LEV   nos   parâmetros   histomorfométricos   das   glândulas   salivares.   Fotomicrografias   da  
glândula  parótida  (A,  B  e  C)  e  da  glândula  submandibular  (G,  H  e  I)  e  análises  histomorfométricas  da  
área  acinar  (D  e  J),  área  do  ducto  (E  e  K)  e  tecido  conjuntivo  (F  e  L).  Os  resultados  foram  analisados  
por  ANOVA  unidirecional  seguida  de  pós-­teste  de  Tukey.  Para  todas  as  análises  (*p  <  0,05,  **p  <  0,01).  
Barra   de   escala   40   μm.   Abreviaturas:   TC,   tecido   conjuntivo;;   TCG,   túbulos   convolutos   granulares.  
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Símbolos:  asterisco  branco  indica  ácinos;;  asterisco  preto  indica  ducto  estriado;;  seta  preta  indica  ducto  
intercalado.  

  

4.3   Efeitos   do   tratamento   com   LEV   nos   parâmetros   bioquímicos  
salivares    

A   taxa   de   fluxo   salivar   (Figura   4A),   o   pH   (Figura   4B)   e   a   capacidade  

tamponante  (Figura  4C)  foram  similares  entre  o  Controle  e  ambos  os  grupos  tratados  

com  LEV.  Nenhuma  diferença  significante  na  composição  salivar  foi  observada  entre  

os  grupos  com  relação  a  proteína  total  (Figura  4D),  cálcio  (Figura  4F),  fosfato  (Figura  

4G),   cloreto   (Figura   4H),   sódio   (Figura   4I),   e   potássio   (Figura   4J).   Na   contramão  

desses  resultados,  a  atividade  da  amilase  salivar  reduziu  apenas  nos  animais  tratados  

com  LEV300  em  comparação  aos  grupos  Controle  e  LEV100  (Figura  4E,  p  <  0,01  para  

ambos).  
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Figura  4.  Efeitos  do  LEV  no  fluxo  salivar  e  parâmetros  bioquímicos  salivares  

Fonte:  Elaborado  pelo  Autor  (2023)  
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Determinação  do  fluxo  salivar  (A),  pH  (B),  capacidade  tamponante  (C),  proteína  total  (D),  atividade  da  

amilase  (E),  cálcio  (F),  fosfato  (G),  cloreto  (H),  sódio  (I)  e  potássio  (J)  de  ratos  Wistar  tratados  com  LEV  

por  21  dias  consecutivos.  Os  dados  foram  expressos  como  média  ±  desvio  padrão,  n  =  10  ratos/grupo.  

Os  resultados  foram  analisados  por  ANOVA  one-­way  seguido  do  pós-­teste  de  Tukey.  Para  todas  as  

análises  (*p  <  0,05,  **p  <  0,01).  

  

4.4   Efeitos   do   tratamento   com   LEV   nos   marcadores   de   dano  
oxidativo    

Ao   final  de  21  dias,  a  capacidade  oxidante   total  da  glândula  parótida   foi  

maior  no  grupo  LEV100  em  comparação  ao  grupo  Controle  (p  <  0,05)  e  grupo  LEV300  

(p  <  0,01)  (Figura  5A).  Da  mesma  maneira,  a  peroxidação  lipídica  na  glândula  parótida  

foi  maior  no  grupo  LEV100  em  relação  ao  Controle  (p  <  0,01)  e  LEV300  (p  <  0,0001),  

enquanto  LEV300  apresentou  concentração  inferior  ao  grupo  Controle  (p  <  0,0001)  

(Figura   5B).   De   forma   semelhante,   a   concentração   de   proteína   carbonilada   na  

glândula  parótida   foi  maior  no  grupo  LEV100  em   relação  ao  Controle   (p   <  0,01)  e  

LEV300  (p  <  0,0001),  enquanto  LEV300  apresentou  concentração  inferior  ao  grupo  

Controle   (p  <  0,05)   (Figura  5C).  Por   sua  vez,   na  glândula   submandibular,   o  grupo  

LEV300   diminuiu   a   capacidade   oxidante   total   (p   <   0,05)   (Figura   5A),   peroxidação  

lipídica   (p   <  0,01)   (Fig.   5B)  e  o  dano  oxidativo  proteico   (p   <  0,05)   (Figura  5C)  em  

relação  ao  grupo  Controle.    
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Figura  5.  Efeitos  do  tratamento  com  LEV  na  capacidade  oxidante  total,  dano  oxidativo  
lipídico  e  proteico  nas  glândulas  salivares  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Fonte:  Elaborado  pelo  Autor  (2023)  
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Determinação  da  capacidade  oxidante  total  (A),  dano  oxidativo  lipídico  (B)  e  dano  oxidativo  proteico  (C)  
nas  glândulas  salivares  de   ratos  Wistar   tratados  com  LEV  por  21  dias  consecutivos.  Os  dados  são  
expressos   como   média   ±   desvio   padrão,   n   =   10   ratos/grupo.   Os   resultados   foram   analisados   por  
ANOVA  one-­way  seguido  do  pós-­teste  de  Tukey.  Para  todas  as  análises  (*p  <  0,05,  **p  <  0,01,  ***p  <  
0,001  e  ****p  <  0,0001).  

  

4.5   Efeitos   do   tratamento   com   LEV   na   defesa   antioxidante   não  
enzimática    

Não   encontramos   nas   glândulas   parótidas   diferenças   significantes   na  

concentração  da  capacidade  antioxidante  total  (Figura  6A),  ácido  úrico  (Figura  6B)  e  

GSH  (Figura  6C)  entre  os  grupos  LEV100  e  Controle,  enquanto  LEV300   reduziu  a  

capacidade  antioxidante  total  (Figura  6A;;  p  <  0,01)  e  de  ácido  úrico  (Figura  6B;;  p  <  

0,05)   em   relação   ao  Controle.   Ambas   as   doses   de   LEV   diminuíram   a   capacidade  

antioxidante  total  (LEV100,  p  <  0,05;;  LEV300,  p  <  0,01;;  Figura  6A)  e  níveis  de  ácido  

úrico   (p   <   0,01   para   ambas   as   doses;;   Figura   6B)   na   glândula   submandibular   em  

relação  ao  Controle.  O  tratamento  com  LEV  não  alterou  as  concentrações  de  GSH  na  

glândula  submandibular  (Figura  6C).  
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Figura  6.  Efeitos  do  LEV  na  defesa  antioxidante  não  enzimática  das  glândulas  salivares  

  

Fonte:  Elaborado  pelo  Autor  (2023)  
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Determinação  da  capacidade  antioxidante  total  (A),  ácido  úrico  (B)  e  GSH  (C)  nas  glândulas  salivares  
de  ratos  Wistar  tratados  com  LEV  por  21  dias  consecutivos.  Os  dados  foram  expressos  como  média  ±  
desvio  padrão,  n  =  10  ratos/grupo.  Os  resultados  foram  analisados  por  ANOVA  one-­way  seguido  do  
pós-­teste  de  Tukey.  Para  todas  as  análises  (*p  <  0,05,  **p  <  0,01).  

  

4.6  Efeitos  do  tratamento  com  LEV  na  defesa  antioxidante  enzimática    

As  enzimas  antioxidantes  SOD,  CAT  e  GPx,  atuam  como  a  primeira  linha  

de  defesa  na  neutralização  e  eliminação  das  espécies  reativas  de  oxigênio.  A  SOD  

atua  reduzindo  o  ânion  superóxido  a  peróxido  de  hidrogênio,  enquanto  a  CAT  e  GPx  

catalisa  a  redução  do  peróxido  de  hidrogênio  em  água  e  oxigênio.  Ambas  as  doses  

de  LEV  diminuíram  a  atividade  da  SOD  (LEV100  p  <  0,01;;  LEV300  p  <  0,001;;  Figura  

7A)   e   GPx   (LEV100   p   <   0,01;;   LEV300   p   <   0,0001;;   Figura   7C)   após   21   dias   de  

tratamento   na   glândula   parótida.   Por   sua   vez,   na   glândula   submandibular   os  

tratamentos   com  LEV   também  diminuíram  a   atividade   da  SOD   (LEV100  p   <   0,01;;  

LEV300  p  <  0,001;;  Figura  7A)  e  GPx  (p  <  0,01  para  ambas  as  doses;;  Figura  7C).  A  

despeito  dos  resultados  acima,  o  tratamento  com  LEV  não  afetou  a  atividade  da  CAT  

em  ambas  as  glândulas  salivares  (Figura  7B).  
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Figura  7.  Efeitos  do  LEV  na  defesa  antioxidante  enzimática  das  glândulas  salivares  

  
Fonte:  Elaborado  pelo  Autor  (2023)  
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Determinação  da  atividade  da  SOD  (A),  CAT  (B)  e  GPx  (C)  nas  glândulas  salivares  de  ratos  Wistar  
tratados  com  LEV  por  21  dias  consecutivos.  Os  dados  foram  expressos  como  média  ±  desvio  padrão,  
n   =   10   ratos/grupo.  Os   resultados   foram   analisados   por   ANOVA   one-­way   seguido   do   pós-­teste   de  
Tukey.  Para  todas  as  análises  (*p  <  0,05,  **p  <  0,01,  ***p  <  0,001,  ****p  <  0,0001).  
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5  DISCUSSÃO  

O   presente   estudo   investigou   os   efeitos   farmacológicos   do   LEV,   um  

modular  especifico  da  proteína  de  vesícula  sináptica  2A,  nos  parâmetros  bioquímicos,  

funcionais  e  redox  das  glândulas  parótidas  e  submandibulares  de  ratos  Wistar  machos  

após  21  dias  de  tratamento.  Os  principais  achados  do  nosso  estudo  foram:  1.  LEV300,  

que  correspondente  a  dose  máxima  diária,  aumentou  os  marcadores  plasmáticos  de  

hepatotoxicidade;;  2.  LEV  não  influenciou  o  peso  e  o  index  das  glândulas  parótidas  e  

submandibulares;;   3.   LEV   não   alterou   a   taxa   de   fluxo   salivar,   pH,   capacidade  

tamponante  e  proteína  total;;  4.  LEV300  reduziu  a  atividade  da  amilase  salivar;;  5.  LEV  

não  modificou  a  secreção  de  eletrólitos  salivares;;  6.  LEV300  reduziu  área  de  ácinos,  

enquanto   aumentou   ductos   e   tecido   conjuntivo   na   glândula   parótida;;   7.   LEV   não  

influencia   nas   estruturas   teciduais   das   glândulas   submandibulares;;   8.   LEV100  

aumentou  a  capacidade  oxidante  total,  o  dano  oxidativo  lipídico  e  proteico  na  glândula  

parótida;;   9.   LEV300   diminuiu   a   capacidade   antioxidante   total   e   o   ácido   úrico   na  

parótida;;  LEV  diminuiu  a  capacidade  antioxidante   total  e  o  ácido  úrico  na  glândula  

submandibular;;  10.  Ambas  as  doses  de  LEV  reduziram  a  atividade  enzimática  da  SOD  

e  GPx  nas  glândulas  parótida  e  submandibular.  

O   aumento   da   atividade   plasmática   de   AST   e   ALT   evidenciaram   a  

hepatotoxicidade  do  LEV  na  dose  máxima.  Esses  dados  confirmam  os  resultados  em  

modelo  experimental  que  constataram  o  aumento  dessas  enzimas  em  ratos  após  o  

tratamento  diário  com  LEV  por  três  semanas  na  dose  de  150  mg/kg  por  via  oral  (ABD-­

AL-­HALEEM;;   ELDEEN-­HUSSEIN;;   FAHMY;;   MAHMOUD-­TAHA,   2019)   e   de   ratas  

fêmeas   que   receberam  LEV  na   dose   de   36  mg/kg   por   via   oral   durante   a   prenhes  

(SABBAH;;   HANAFY;;   ARAFA,   2019).   Portanto,   embora   o   LEV   seja   considerado  

medicamento  de  escolha  para  pacientes  com  doença  hepática  por  não  interagir  com  

o   sistema   citocromo   P450   (VIDAURRE;;   GEDELA;;   YAROSZ,   2017),   estudos   com  

animais  evidenciam  a  necessidade  de  cautela  quanto  ao  risco  de  danos  hepáticos,  

principalmente  quando  doses  maiores  forem  usadas.  

O  peso  do  órgão  e  o  peso  corpóreo  são  parâmetros  a  serem  considerados  

ao   testar   o   efeito   geral   de   drogas,   uma   vez   que   podem   indicar   efeitos   tóxicos  

(ANDERSEN;;   LARSEN;;   SPLIID;;   CHRISTENSEN,   1999).   Em   nosso   modelo  

experimental,  a  análise  do  peso  corpóreo,  do  consumo  de  ração  e  água,  além  do  peso  

e  índice  das  glândulas  salivares  não  podem  ser  considerados  preditores  dos  efeitos  
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tóxicos  do  LEV,  uma  vez  que  tais  parâmetros  não  diferiram  entre  os  grupos,  a  despeito  

das   alterações   identificadas   na   saliva   e   glândulas   salivares.  Não   há   um   consenso  

sobre  o  efeito  do  LEV  no  ganho  de  peso  corpóreo  em  roedores  devido  as  diferenças  

dos  protocolos  experimentais  com  relação  as  doses,  vias  de  administração  e  tempo  

de  tratamento,  porém,  nosso  estudo  corrobora  com  achados  no  qual  o  tratamento  com  

LEV   não   exerce   efeito   nesse   parâmetro   (FEKETE;;   SIMKO;;   GRADOSOVA;;  

MALAKOVA  et  al.,  2013;;  KARESOVA;;  SIMKO;;  FEKETE;;  ZIMCIKOVA  et  al.,  2018;;  

OSUNTOKUN;;   BABATUNDE;;   OLAYIWOLA;;   ATERE   et   al.,   2021).   A   literatura   é  

escassa  sobre  o  efeito  do  LEV  no  consumo  de  ração  e  água  em  roedores.  Estudo  com  

ratos  tratados  com  LEV  50  mg/kg  demonstrou  menor  consumo  de  ração  após  21  dias  

de  tratamento,  contudo  tal  alteração  não  foi  suficiente  para  alterar  o  ganho  de  peso  

corpóreo   (OSUNTOKUN;;   BABATUNDE;;   OLAYIWOLA;;   ATERE   et   al.,   2021).   Os  

achados  relacionados  ao  peso  e  o  index  das  glândulas  salivares  também  não  podem  

ser   considerados   como   indicativos   dos   efeitos   tóxicos   do   LEV,   tão   logo   esses  

parâmetros  foram  similares  entre  os  grupos,  em  relação  as  alterações  do  estado  redox  

e  histológicas  encontradas  nessa  pesquisa.  Nossos  dados  suportam  os  achados  no  

fígado  (OSUNTOKUN;;  BABATUNDE;;  OLAYIWOLA;;  ATERE  et  al.,  2021),  testículos  e  

epidídimo  (BAYSAL;;  ILGIN;;  KILIC;;  KILIC  et  al.,  2017;;  OSUNTOKUN;;  OLAYIWOLA;;  

ATERE;;  ADEKOMI  et  al.,  2020),  onde  os  efeitos  tóxicos  do  LEV  ocorreram  de  forma  

inerente  às  alterações  no  peso  dos  órgãos.  

As  glândulas  salivares  são  compostas  por  dois  tipos  principais  de  células:  

os  ácinos,  que  sintetizam  e  secretam  a  saliva,  e  as  células  ductais,  que  modificam  e  

transportam  a  saliva  para  a  cavidade  oral  (PORCHERI;;  MITSIADIS,  2019).  Estudos  

com   roedores   associaram   as   disfunções   das   glândulas   salivares   induzidas   por  

medicamentos   com   as   alterações  morfológicos,   como   constatado   após   tratamento  

com  ansiolíticos  (RINALDI;;  JOHANN;;  ROCHA;;  IGNACIO  et  al.,  2015),  antidepressivos  

(DA  SILVA;;  DE  AZEVEDO;;  DE  LIMA;;  IGNACIO  et  al.,  2009)  e  corticoide  (BIGHETTI;;  

D  ASSIS;;  VIEIRA;;  VIOLATO  et  al.,  2014).  Neste  contexto,  o  anticonvulsivante  LEV  

não   influenciou   na   proporção   das   estruturas   de   ácinos   e   ductos   das   glândulas  

submandibulares,  enquanto  LEV300  reduziu  a  área  de  ácinos,  que  foi  compensado  

pelo  aumento  da  área  de  ductos  e  tecido  conjuntivo  na  glândula  parótida.  Esse  perfil  

de  resultado,  sugere  que  a  suscetibilidade  aos  efeitos  tóxicos  do  LEV  varia  de  acordo  

com   as   glândulas   salivares.   Levando-­se   em   conta   que   amilase   é   sintetizada  

predominantemente   nas   células   acinares   da   glândula   parótida   (DE   FELICE;;  
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TOMBOLINI;;  MUSELLA;;  MARAMPON  et  al.,  2017),  a  redução  da  área  acinar  dessa  

glândula  coincide  com  a  redução  da  atividade  dessa  enzima  na  saliva.    Por  sua  vez,  

os   demais   parâmetros   bioquímicos   salivares   permaneceram   inalterados   entre   os  

grupos,  o  que  provavelmente  pode  estar  associado  a  manutenção  da  integridade  das  

estruturas   celulares   da   glândula   submandibular.   LEV   também   demonstrou   efeitos  

teciduais  deletérios  em  roedores  por  meio  distorções  na  arquitetura  tecidual  de  fígado  

e  rins  de  ratas  (SABBAH;;  HANAFY;;  ARAFA,  2019),  aumento  do  corpo  lúteo  e  folículo  

secundários   no   ovário   (SVALHEIM;;   TAUBOLL;;   SURDOVA;;   ORMEL   et   al.,   2008),  

injúrias   testiculares   associadas   a   degeneração   testicular   e   prejuízo   na  

espermatogênese   (BAYSAL;;   ILGIN;;   KILIC;;   KILIC   et   al.,   2017;;   OSUNTOKUN;;  

BABATUNDE;;   OLAYIWOLA;;   ATERE   et   al.,   2021).   Em   contrapartida,   LEV   afetou  

discretamente   a   estrutura   e   a   biomecânica   óssea   em   ratos   (FEKETE;;   SIMKO;;  

GRADOSOVA;;  MALAKOVA  et  al.,  2013;;  KARESOVA;;  SIMKO;;  FEKETE;;  ZIMCIKOVA  

et  al.,  2018),  o  que  nos  sugere  maior  suscetibilidade  dos  tecidos  moles  aos  efeitos  

tóxicos  deste  anticonvulsivante.  

Para  analisar   os   efeitos   do  LEV  na   secreção  e   composição   salivar,   nós  

conduzimos   a   coleta   da   saliva   induzida   pela   pilocarpina,   agonista   colinérgico  

parasimpaticomimético   que   se   liga   aos   receptores  M1   e  M3,   principais   receptores  

muscarínicos  envolvidos  na  secreção  de  fluidos  das  glândulas  salivares  (AMBUDKAR,  

2012;;  NARITA;;  QI;;  MURAKAMI;;  SUGIYA,  2019).  Nossos  achados  demonstraram  que  

o   LEV   não   apresentou   efeito   anticolinérgico.   A   preservação   dos   valores   de   fluxo  

salivar,  pH,  capacidade  tamponante  e  das  concentrações  de  eletrólitos  evidencia  que  

o  LEV  não  influencia  nos  mecanismos  que  levam  a  formação  da  saliva  induzida  pela  

pilocarpina.   A   saliva   primária   isotônica   é   formada   pelo   aumento   do   gradiente  

eletroquímico   de   cloreto,   potássio   e   sódio   no   lúmem   acinar,   o   qual   direciona   o  

transporte   de   água   por   osmose   (CATALAN;;   KONDO;;   PENA-­MUNZENMAYER;;  

JARAMILLO   et   al.,   2015;;   NARITA;;   QI;;   MURAKAMI;;   SUGIYA,   2019;;   TANIGUCHI;;  

SUSA;;   KOGO;;   IIZUKA-­KOGO   et   al.,   2019)   pelas   via   paracelular   e   através   da  

aquaporina-­5    localizada  na  membrana  apical  acinar  (MATSUZAKI;;  SUSA;;  SHIMIZU;;  

SAWAI  et  al.,  2012;;  MATSUZAKI;;  SUZUKI;;  KOYAMA;;  TANAKA  et  al.,  1999;;  SUSA;;  

SAWAI;;  AOKI;;  IIZUKA-­KOGO  et  al.,  2013).    Nesse  mesmo  contexto,  LEV  também  não  

interferiu  nos  mecanismos  de  transportes  dos  sistemas  de  ductos,  os  quais  modificam  

a  saliva  por  meio  da  secreção  de  potássio  e  bicarbonato,  e  reabsorção  sódio,  cloreto  

e  fosfato,  tornando  a  saliva  final  secretada  hipotônica  (HOMANN;;  ROSIN-­STEINER;;  
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STRATMANN;;  ARNOLD  et  al.,  2005;;  PATTERSON;;  CATALAN;;  MELVIN;;  YULE  et  al.,  

2012;;  ROUSSA,  2011).  

O  mediador  colinérgico  pilocarpina  é  caracterizado  por  induzir  a  secreção  

de   proteínas   e   amilase   pelas   glândulas   parótidas   (DEHPOUR;;   GHAFOURIFAR;;  

MASSOUDI;;  ABDOLLAHI  et  al.,  1995;;   INANAGA;;  HABU;;  TANAKA;;  TANIGUCHI  et  

al.,  1988;;  SANDBORG;;  SIEGEL,  1990)  e  submandibulares  (ABDOLLAHI;;  DEHPOUR;;  

KAZEMIAN,  2000;;  BABA;;  TANIGUCHI;;  MOTOKAWA;;  ABE,  1994;;  OMORI;;  ASARI;;  

MARUYAMA;;  KUSAMA  et  al.,  2003)  de  roedores.  A  redução  da  atividade  da  amilase  

salivar  no  grupo  LEV300  e  a  manutenção  da  concentração  de  proteína  total,  nos  leva  

a  sugerir  que  o  anticonvulsivante  causou  um  prejuízo  parcial  na  sinalização  colinérgica  

nas  glândulas  salivares.  Os  resultados  da  pesquisa  não  nos  permitem  discernir  se  a  

dose  mais  elevada  de  LEV  prejudicou  a  síntese  e/ou  a  secreção  da  amilase.  Contudo,  

as  análises  histológicas  nos  levam  a  indicar  que  a  redução  dos  ácinos  nas  glândulas  

parótidas  seria  o  principal  fator  associado  com  a  redução  da  amilase  salivar.  Além  do  

mais,  a  redução  da  amilase  salivar  e  manutenção  da  concentração  de  proteína  total  

na  saliva,  poderia  ser  compensada  pela  manutenção  da  secreção  das  mucinas  pelas  

glândulas   submandibulares   e   sublinguais   que   também   são   estimuladas   pela  

pilocarpina   (BUSCH;;   BORDA,   2007;;   DENNY;;   DENNY;;   YIM,   1987).   A   redução   da  

atividade  da  amilase  pode  ser  considerada  um  fator  que  contribui  para  o  desequilíbrio  

da  homeostase  bucal,  predispondo  a  cárie  e  doença  periodontal  (SAMARANAYAKE;;  

MATSUBARA,   2017),   tão   logo   é   bem   caracterizada   suas   importantes   funções   na  

imunidade   da   mucosa   bucal   (GRIGOLEIT;;   KULLMANN;;   OBERBECK;;  

SCHEDLOWSKI  et  al.,  2013)  e  antibiofilme  (KALPANA;;  AARTHY;;  PANDIAN,  2012).  

As   glândulas   salivares   são   inervadas   pelo   sistema   nervoso   autonômico  

responsável  por  controlar  a  secreção  salivar.  O  núcleo  salivar  superior  localizado  na  

ponte  do  tronco  encefálico  é  responsável  pelas  fibras  parassimpáticas  que  inervam  as  

glândulas   submandibulares   e   sublinguais,   enquanto   os   neurônios   parassimpáticos  

que   inervam  as  glândulas  parótidas  partem  do  núcleo  salivar   inferior   localizado  na  

medula  do  tronco  encefálico  (FERREIRA;;  HOFFMAN,  2013).  Por  sua  vez,  os  centros  

salivares   simpáticos   primários   responsáveis   pela   inervação   simpática   das   três  

glândulas  salivares  maiores  estão  localizados  nos  segmentos  torácicos  superiores  da  

medula   espinhal   (FERREIRA;;   HOFFMAN,   2013).   Evidências   genéricas  

demonstraram   por   meio   de   diferentes   experimentos   que   as   regiões   do   sistema  

nervoso   central   envolvidas   no   controle   da   salivação   como   o   cérebro   (BAJJALIEH;;  



42	
  
	
  

FRANTZ;;   WEIMANN;;   MCCONNELL   et   al.,   1994;;   CREVECOEUR;;   FOERCH;;  

DOUPAGNE;;  THIELEN  et  al.,  2013;;  FUKS;;  GILLARD;;  MICHEL;;  LYNCH  et  al.,  2003),  

medula  espinhal  (LAMBENG;;  GILLARD;;  VERTONGEN;;  FUKS  et  al.,  2005)  e  tronco  

cerebral  (CREVECOEUR;;  FOERCH;;  DOUPAGNE;;  THIELEN  et  al.,  2013;;  HASSEL;;  

TAUBOLL;;  SHAW;;  GJERSTAD  et  al.,  2010)  apresentam  a  expressão  da  glicoproteína  

SV2A,  o  principal  alvo  do  LEV.  Esse  fato  poderia  justificar  pelo  menos  em  parte  os  

resultados  encontrados  em  nosso  estudo,  todavia  não  podemos  descartar  os  efeitos  

tóxicos  periféricos  do  LEV,  uma  vez  que  são  captados  e  secretados  pelas  glândulas  

salivares  (PATRICK;;  PARMITER;;  MAHMOUD,  2021;;  PATSALOS;;  BERRY,  2013).  

O  volume  e  a  composição  da  saliva  secretada  pelas  glândulas  salivares  

dependem  da  frequência,  intensidade  e  integração  de  estímulos  nervosos  mediados  

pelos  sistemas  simpático  e  parassimpático   (PROCTOR;;  SHAALAN,  2021).  Nossos  

parâmetros  experimentais  representam  os  efeitos  do  LEV  sobre  o  perfil  farmacológico  

da  pilocarpina,  um  agonista  muscarínico  que,  ao  se   ligar  aos   receptores  M1  e  M3  

expressos  nos  três  pares  de  glândulas  salivares  de  ratos  (RYBERG;;  WARFVINGE;;  

AXELSSON;;   SOUKUP   et   al.,   2008),   provoca   uma   abundante   secreção   de   fluido  

salivar   e   um   aumento   concomitante   na   secreção   de   proteínas   (OMORI;;   ASARI;;  

MARUYAMA;;  KUSAMA  et  al.,  2003)  e  eletrólitos  (IZUTSU;;  JOHNSON,  1986;;  IZUTSU;;  

JOHNSON;;  GODDARD,  1987).  Por  sua  vez,  os  receptores  adrenérgicos  alfa  e  beta  

expressos   e   funcionais   nas   glândulas   salivares   de   ratos   (HUMPHREYS-­BEHER;;  

SCHNEYER,  1986;;  NISHIURA;;  GAO;;  NAN;;  ABE,  2001)  também  desempenham  um  

papel  importante  na  secreção  das  glândulas  salivares  de  ratos.  Em  particular,  o  uso  

de  agonistas  adrenérgicos  demonstrou  que  a  estimulação  desses  receptores  induz  a  

síntese   e   secreção   de   proteínas   (ABE;;   DAWES,   1980;;   PROCTOR;;   GARRETT;;  

CARPENTER;;  EBERSOLE,   2003)   assim   como  um  aumento   no   cálcio   salivar   (YU;;  

SCHNEYER,  1984).  Portanto,  seria  interessante  para  futuras  pesquisas  determinar  se  

os   efeitos   do   LEV   sobre   a   função   das   glândulas   salivares   ocorrem   de   maneira  

semelhante  após  estimulação  adrenérgica.  

O   desequilíbrio   do   estado   redox   pode   participar   como   parte   dos  

mecanismos  responsáveis  pelo  prejuízo  da  função  secretória  das  glândulas  salivares  

sob  diferentes  condições  patológicas  e   toxicológicas.  Embora  existam  contradições  

entre  a  relação  do  LEV  e  os  sistemas  antioxidantes  e  oxidantes,  é  conhecido  o  efeito  

pró-­oxidante   do   LEV   devido   ao   aumento   do   dano   oxidativo   lipídico   no   plasma  

(HAZNEDAR;;  DOGAN;;  ALBAYRAK;;  OZ  TUNCER  et  al.,  2019),  testículos  (BAYSAL;;  
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ILGIN;;  KILIC;;  KILIC  et  al.,  2017)  e  cérebro  (SARANGI;;  KAKKAR;;  KUMAR;;  GUPTA,  

2016).  Essa  propriedade  do  LEV  pode  estar  associada  a  sua  habilidade  em  aumentar  

a   geração   de   espécies   reativas   de   oxigênio   (PAVONE;;   CARDILE,   2003).   Neste  

contexto,  nós  analisamos  a   influência  do  LEV  na  concentração  dos  marcadores  do  

dano  oxidativo.  No  caso  do  LEV100,  o  conjunto  dos  resultados  sugere  que  a  elevação  

dos  níveis  da  capacidade  oxidante   total  e  o  concomitante  aumento  da  peroxidação  

lipídica  e  a  carbonilação  de  proteínas  nas  glândulas  parótidas  pode  ser  o  reflexo  de  

uma  reposta  tardia  decorrente  da  dose  terapêutica  mínima  diária,  tendo-­se  em  vista  

que  não  constatamos  mudanças  na  função  e  estrutura  das  glândulas  salivares  após  

os  21  dias  de  tratamento.  Surpreendentemente,  a  despeito  da  redução  da  atividade  

da   amilase   salivar   e   da   área   de   ácinos   nas   glândulas   parótidas,   o   dano   oxidativo  

lipídico  e  proteico  foram  inferiores  no  grupo  LEV300.  Nossos  achados  divergem  de  

outros  modelos  experimentais  no  qual  a  redução  da  atividade  da  amilase  salivar  foi  

correlacionada   com   o   aumento   do   dano   oxidativo   nas   glândulas   salivares   em  

condições   como   quimioterapia   (BACHMEIER;;   MIGUELES   GOITEA;;   LINARES;;  

WIETZ  et  al.,  2021),  diabetes  (CHEN;;  WANG;;  ZHANG;;  YANG,  2020),  orquiectomia  

(DOS  SANTOS;;  FIAIS;;  DE  OLIVEIRA  PASSOS;;  DOS  SANTOS  et  al.,  2022)  e  dieta  

com  alto   teor   de   sacarose   (MACIEJCZYK;;  MATCZUK;;  ZENDZIAN-­PIOTROWSKA;;  

NIKLINSKA  et  al.,  2018).  No  entanto,  nós  entendemos  que  a  dose  máxima  diária  de  

LEV   exigiu   uma   resposta   adaptativa   precoce   ao   estresse   oxidativo   das   glândulas  

salivares,  o  qual  foi  capaz  de  amenizar  o  dano  oxidativo,  especialmente  na  glândula  

submandibular,   resultante  da  diminuição  dos  níveis  da  capacidade  oxidante   total  e  

consequente  atenuação  do  dano  oxidativo  e  proteico,  contudo,  não  o  suficiente  para  

restaurar  a  amilase  e  a  estrutura  da  glândula  parótida  neste  grupo.  Esse  resultado  

deve  ser  analisado  com  cautela,  uma  vez  que  o  tratamento  a  longo  prazo  com  LEV  

pode  predispor  ao   risco  do  aumento   transitório  dos  níveis  de  espécies   reativas  de  

oxigênios,  que  podem  gerar  danos  acumulativos  nas  macromoléculas  culminando  em  

disfunções  das  glândulas  salivares  mais  severas.  

Estudos   correlacionam   o   aumento   do   dano   oxidativo   resultante   do  

desiquilíbrio   redox   com   a   diminuição   da   defesa   antioxidante   não-­enzimáticas   das  

glândulas   salivares   (DOS   SANTOS;;   FIAIS;;   OLIVEIRA;;   RIBAS   et   al.,   2022;;  

FERREIRA;;   ARAGAO;;   BITTENCOURT;;   FERNANDES   et   al.,   2021).   Nossos  

resultados  mostraram  que  o  tratamento  com  LEV  prejudicou  a  defesa  antioxidante  não  

enzimática   de   ambas   as   glândulas   salivares.   As   duas   doses   de   LEV   diminuíram  
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concomitantemente   a   capacidade   antioxidante   total   e   os   níveis   de   ácido   úrico   na  

submandibular,   enquanto   que   apenas   a   dose   máxima   diária   reduziu   a   defesa  

antioxidante   total  e  os  níveis  de  ácido  úrico  na  parótida.  A   redução  da  capacidade  

antioxidante  total  também  é  observada  no  soro  de  pacientes  sob  o  tratamento  com  

LEV   (MAHDAVI;;   NAEINI;;   NAJAFI;;   MARACY   et   al.,   2020;;   VAROGLU;;   YILDIRIM;;  

AYGUL;;   GUNDOGDU   et   al.,   2010)   e   com   outros   anticonvulsivantes   (FICHSEL;;  

FICHSEL;;   LIAPPIS,   1993;;   MAHLE;;   DASGUPTA,   1997;;   TUTANC;;   ARAS;;  

DOKUYUCU;;  ALTAS  et  al.,  2015).  Contudo,  a  concentração  de  GSH,  um  antioxidante  

não  enzimático  endógeno,  que  atua  como  um  eliminador  de  radicais  livres  e  agente  

desintoxicante  nas  células  (BANSAL;;  SIMON,  2018),  não  apresentou  diferenças  em  

ambos  os  grupos  tratados.  Portanto,  o  prejuízo  da  defesa  antioxidante  não  enzimática  

nas  glândulas  salivares  coincide  com  aumento  do  dano  oxidativo  e  o  decréscimo  da  

atividade  enzimática  de  SOD  e  GPx,  sugerindo  um  aumento  moderado  na  produção  

de  ânion  superóxido  e  peróxido  de  hidrogênio  provocado  pelo  tratamento  com  LEV.  

As  enzimas  antioxidantes  SOD,  CAT  e  GPx,  atuam  como  a  primeira  linha  

de   defesa   na   neutralização   e   eliminação   das   espécies   reativas   de   oxigênio  

(PISOSCHI;;  POP,  2015),  no  entanto,  sob  a  situação  de  estresse  oxidativo,  no  qual  os  

níveis  de  espécies  reativas  de  oxigênio  excedem  a  capacidade  do  sistema  de  defesa  

antioxidante,  as  atividades  dessas  enzimas  são  alteradas   (SCHIEBER;;  CHANDEL,  

2014),  acarretando  em  danos  aos  ácidos  nucleicos,  proteínas  e  lipídios  (CHEN;;  XING;;  

LI;;  ZHANG  et  al.,  2021).  A  administração  do  LEV  prejudicou  a  atividade  enzimática  da  

SOD   em   ambas   as   glândulas   salivares.  Do  mesmo  modo,   o   tratamento   com   LEV  

reduziu  a  atividade  da  SOD  no  cérebro  (SARANGI;;  KAKKAR;;  KUMAR;;  GUPTA,  2016)  

e  fígado  (OSUNTOKUN;;  BABATUNDE;;  OLAYIWOLA;;  ATERE  et  al.,  2021)  em  ratos.  

Enquanto   a   CAT   e   GPx   são   responsáveis   pela   neutralização   do   peróxido   de  

hidrogênio,  o  tratamento  não  prejudicou  a  atividade  da  CAT  nas  glândulas  salivares,  

apenas   a   atividade   enzimática   da   GPx,   o   que   poderia   ser   explicado   pelo   fato   do  

peróxido  de  hidrogênio  ser  degradado  principalmente  pela  GPx  em  situações  no  qual  

o   estresse   oxidativo   é   leve   ou   moderado   (MICHIELS;;   RAES;;   TOUSSAINT;;  

REMACLE,  1994).  Nossos   resultados  demonstraram  que  ambas  as  doses  de  LEV  

diminuíram  a  atividade  da  GPx  tanto  na  glândula  parótida  como  na  submandibular.  

Desta   forma,   esses   achados   indicam   que   o   desiquilíbrio   redox   decorrente   da  

diminuição  da  defesa  antioxidante  enzimática  após  o  tratamento  com  LEV  pode  estar  

associado   a   alterações   morfológicas   na   glândula   parótida,   diminuição   da   defesa  
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antioxidante  não  enzimática  em  ambas  as  glândulas  salivares  e  redução  da  atividade  

da  amilase  salivar.  
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6  CONCLUSÃO  

Portanto,  o  presente  estudo  indica  que  o  tratamento  com  LEV  representa  

um   agente   potencialmente   tóxico,   contribuindo   para   a   disfunção   das   glândulas  

salivares   induzida   por   medicamentos.   De   acordo   com   os   resultados   do   estudo,  

sugere-­se  que  o  mecanismo  de  toxicidade  do  LEV  está  associado  ao  desequilíbrio  do  

estado   redox   por   meio   do   comprometimento   do   sistema   de   defesa   antioxidante  

enzimático  e  não  enzimático  das  glândulas  parótidas  e  submandibulares.  
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ANEXO  A  –  APROVAÇÃO  DA  COMISSÃO  DE  ÉTICA  NO  USO  DE  ANIMAIS  
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CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado  “Efeitos do anticonvulsivante

levetiracetam no stresse oxidativo e função secretora das glândulas salivares

de ratos Wistar”, Processo FOA nº 0251-2021, sob responsabilidade de  Antonio

Hernandes Chaves Neto apresenta um protocolo experimental de acordo com os

Princípios  Éticos  da  Experimentação  Animal  e  sua  execução  foi  aprovada  pela

CEUA em 27 de Maio de 2021.

VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 30 de Novembro de 2023.

DATA DA SUBMISSÃO DO RELATÓRIO FINAL: até 30 de Dezembro de 2023.

CERTIFICATE

We certify  that  the  study  entitled  “Effects  of  levetiracetam anticonvulsant  on

oxidative stress and secretory function of the salivary glands of Wistar rats” ,

Protocol FOA nº 0251-2021, under the supervision of  Antonio Hernandes Chaves

Neto presents an experimental protocol in accordance with the Ethical Principles of

Animal Experimentation and its implementation was approved by CEUA on May 27,

2021.

VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: November 30, 2023.

DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: December 30, 2023.
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