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RESUMO 

 

SILVA, L. G. L. Análise do fluxo, composição bioquímica e estado redox salivar 

dos ratos tratados com o anticonvulsivante ácido valpróico. 2025. 47 f.Trabalho 

de Conclusão de Curso (Graduação em Odontologia) – Faculdade de Odontologia, 

Universidade Estadual Paulista (UNESP), Araçatuba, 2025. 

 

O objetivo desta pesquisa foi analisar os efeitos do uso crônico do anticonvulsivante 

ácido valproico (VPA) no fluxo, composição bioquímica e estado redox salivar de ratos. 

Vinte e quatro ratos Wistar (6 semanas de idade) foram divididos aleatoriamente em 

3 grupos (n=8/grupo): Controle (C), VPA100 (100 mg/kg) e VPA400 (400 mg/kg). VPA 

na forma de xarope (Depakene®, Abbott Laboratórios do Brasil, LTDA.) foi 

administrado via gavagem intragástrica por 21 dias consecutivos. O grupo C recebeu 

NaCl 0,9 % no volume equivalente à dose máxima de VPA. Após o tratamento, 

coletamos a saliva induzida por pilocarpina dos animais, que na sequência foram 

eutanasiados por exsanguinação para obtenção do plasma. Imediatamente após a 

coleta, foram determinados o fluxo, pH e capacidade tamponante salivar. Métodos 

espectrofotométricos foram usados para análises salivares da proteína total (PT), 

amilase (AMI), eletrólitos (cálcio, fosfato, cloreto, sódio e potássio), dano oxidativo 

lipídico (TBARS) e dano a proteínas por carbonilação (PC), e capacidade antioxidante 

total. Além disso, analisamos a aspartato aminotransferase (AST) e alanina 

aminotransferase (ALT) para avaliação de dano hepático. A análise estatística 

empregada foi o teste de análise de variância (One-Way ANOVA) seguido do teste 

post hoc de Tukey (p < 0,05). Ambas as doses de VPA não ocasionaram danos 

hepáticos. Da mesma forma, os tratamentos com VPA também não afetaram o fluxo, 

pH, capacidade tamponante e as concentrações de PT, cloreto, sódio e potássio 

salivares. Porém, a atividade da AMI foi maior nos grupos VPA100 e VPA400 em 

relação ao grupo C, enquanto as concentrações de cálcio e fosfato decaíram no grupo 

VPA400 em relação ao C. TBARs salivar foi maior no grupo VPA100 comparado aos 

grupos C e VPA400. Em contrapartida, PC salivar foi semelhante entre os grupos. 

VPA100 e VPA400 tiveram maiores valores de capacidade antioxidante total, ao 

despeito do aumento do dano oxidativo lipídico. Conclui-se que o tratamento crônico 

com VPA causa alterações na composição e estado redox salivar. 



 

Palavras-chave: anticonvulsivantes; ácido valproico; saliva; estresse oxidativo; alfa- 

amilase; proteínas e peptídeos salivares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

SILVA, L. G. L. Analysis of Salivary Flow, Biochemical Composition, and Redox 

Status in Rats Treated with the Anticonvulsant Valproic Acid. 2025. 47 f. Trabalho 

de Conclusão de Curso (Graduação em Odontologia) – Faculdade de Odontologia, 

Universidade Estadual Paulista (UNESP), Araçatuba, 2025. 

 

The aim of this study was to analyze the effects of chronic use of the anticonvulsant 

valproic acid (VPA) on salivary flow, biochemical composition, and redox status in rats. 

Twenty-four Wistar rats (6 weeks old) were randomly divided into three groups (n = 

8/group): Control (C), VPA100 (100 mg/kg), and VPA400 (400 mg/kg). VPA in syrup 

form (Depakene®, Abbott Laboratórios do Brasil, LTDA.) was administered via 

intragastric gavage for 21 consecutive days. The C group received 0.9% NaCl in a 

volume equivalent to the maximum dose of VPA. After treatment, pilocarpine-induced 

saliva was collected from the animals, which were then euthanized by exsanguination 

for plasma collection. Immediately after saliva collection, flow rate, pH, and buffering 

capacity were determined. Spectrophotometric methods were used for salivary 

analyses of total protein (TP), amylase (AMY), electrolytes (calcium, phosphate, 

chloride, sodium, and potassium), lipid oxidative damage (TBARS), protein 

carbonylation damage (PC), and total antioxidant capacity. Additionally, aspartate 

aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) were assessed to 

evaluate hepatic damage. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA 

followed by Tukey’s post hoc test (p < 0.05). Both doses of VPA did not cause hepatic 

damage. Similarly, VPA treatments did not affect salivary flow, pH, buffering capacity, 

or the concentrations of TP, chloride, sodium, and potassium. However, AMY activity 

was higher in both the VPA100 and VPA400 groups compared to the C group, while 

calcium and phosphate concentrations decreased in the VPA400 group compared to 

C. Salivary TBARS was higher in the VPA100 group compared to the C and VPA400 

groups. Conversely, salivary PC levels were similar among the groups. Both VPA100 

and VPA400 exhibited higher total antioxidant capacity despite the increase in lipid 

oxidative damage. It is concluded that chronic VPA treatment causes alterations in 

salivary composition and redox status. 

 

 



 

 

Keywords: anticonvulsants; valproic acid; saliva; oxidative stress; alpha-amylase; 

salivary proteins and peptides. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A crise epilética é conceitualmente definida pela ocorrência transitória 

excessiva de sinais no cérebro devido a uma hiperatividade neuronal sincrônica 

[Falco-Walter et al., 2017]. Para ocasionar a geração de crises são necessários: o 

desequilíbrio entre excitação e inibição do cérebro relacionado ao disparo neuronal e 

descargas excessivas de potencial de ação; o descontrole do potencial da membrana 

neuronal e a sincronização das células nervosas [Silva & Cabral, 2008]. Também 

caracterizada por crises recorrentes, que são episódios breves de movimento 

involuntário, que podem envolver uma parte do corpo (parcial) ou todo o corpo 

(generalizada) [WHO, 2019]. Cerca de 50 milhões de pessoas são afetadas no mundo 

todo pela epilepsia, das quais 80% vivem em países de baixa e média renda e maior 

índice em países em desenvolvimento (8,75/1000) comparados aos países 

desenvolvidos (5,18/1000) [Buainain et al., 2022]. No Brasil, a prevalência da epilepsia 

na população apresenta-se ao longo da vida de 9,2/1000 e de epilepsia ativa de 

5,4/1000 pessoas [Noronha et al., 2007]; havendo ainda uma atenção maior a faixa 

etária infantil devido a maior incidência do quadro clínico, variando a prevalência entre 

1,5 a 8/1000 em crianças de 7-15 anos [Sampaio et al., 2010]. 

Os fármacos antiepiléticos são a base para o tratamento das crises 

epiléticas recorrentes [Cervenka & Kapla, 2016]. O ácido valpróico (VPA), é indicado 

como linha de frente no tratamento de convulsões generalizadas e síndromes 

epilépticas, além, da eficácia no tratamento de crises focais infantis [Tomson et al., 

2016]. Além do mais, o VPA também é utilizado para como agente neuroprotetor em 

casos da doença de Alzheimer, doença de Parkinson, esclorese múltipla e desordem 

bipolar [Chateauvieux et al., 2010; Mishra et al., 2021]. 

Os efeitos colaterais mais significantes associados com o VPA são a 

teratogenicidade e a hepatotoxidade (Mishra et al., 2021), além disso também é 

relatado hipotensão, taquicardia, alopecia, pele seca, náusea, dores abdominais, 

insuficiência hepática, amenorreia, cistite, anorexia, sonolência, dores de cabeça, 

ansiedade, agressividade, alucinações, e levantam maior preocupações durante o 

tratamento a longo prazo e politerapia [Balagura et al., 2019]. 

O mecanismo de ação não foi ainda consolidado, porém, evidências 

apontam em três principais mecanismos: a) o aumento da síntese e liberação do ácido 
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γ-aminobutírico (GABA), levando a potencialização da transmissão GABAérgica; b) 

redução da liberação de moléculas excitatórias, diminuindo a excitação neuronal 

através da ativação de receptores N-metil-D- aspartato (NMDA) de glutamato; e c) na 

atenuação do disparo neuronal de alta frequência devido ao bloqueio de canais 

iônicos dependentes de voltagem, como canais de sódio, cálcio e potássio [Romoli et 

al., 2019; Sills & Rogawski, 2020;Siniscalchi et al., 2013]. 

 

Figura 1. Mecanismo de ação de medicamentos anticonvulsivantes 

clinicamente aprovados. 

 

 

Atualizado e modificado de Löscher e Schmidt [2012]. Os medicamentos marcados com asteriscos 

indicam que esses compostos agem por múltiplos mecanismos (nem todos os mecanismos mostrados 

aqui). GABA-T, GABA aminotransferase; GAT, GABA transportador; SV2A, glicoproteína 2A de 

vesícula sináptica; GABA, Ácido gama-aminobutírico, NMDA, N-metil-D-aspartato, AMPA, Ácido alfa-

amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propiônico; KCNQ uma família de canais de potássio dependentes 

de voltagem (também conhecidos como a família Kv7)  

 Fonte: [Löscher et al., 2016].  

 

Metabolizado quase exclusivamente no fígado, estudos demonstraram que 

a administração crônica de VPA está associada à inibição da secreção vesicular e 

redução da síntese de proteínas plasmáticas, incluindo a albumina [Garanito et al., 
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2009]. O estresse oxidativo cerebral durante o tratamento com o VPA foi mensurado 

e foi comprovado a redução de superóxido dismutase e da GSH, ambos marcadores 

de estresse oxidativo [Sarangi et al., 2016]. Evidências apontam que o VPA suprime 

o crescimento ósseo longitudinal, inibindo a formação da cartilagem e acelerando a 

ossificação da placa de crescimento [Wu et al., 2004]. Além do mais, houve uma 

diminuição da viabilidade das células-tronco mesenquimais derivadas da gengiva 

humana durante o tratamento com o VPA em um estudo mensurando suas 

proliferações, morfologia e diferenciação [Lee et al., 2018]. Apesar dos amplos efeitos 

colaterais, ainda não está claro os efeitos do VPA na função das glândulas salivares. 

A saúde bucal dos pacientes com epilepsia está diretamente relacionada 

com os cuidados durantes as crises epiléticas e as medicações utilizadas [Wang et 

al., 2019]. O controle inadequado do biofilme dentário destaca nas crianças epiléticas 

o déficit da higiene bucal e agravamento dos quadros de hiperplasia gengival, uma 

vez que as profundas bolsas periodontais formadas favorecem o crescimento de 

micro-organismos anaeróbicos, e acometendo em uma maior dificuldade durante a 

mastigação, fala, erupção dentária e problemas na estética [Yeung et al., 2019]. O 

número de dentes cariados, ausentes e a presença de halitose mostram-se os 

distúrbios bucais mais comuns nos pacientes epiléticos [Gurbuz et al., 2010]. 

A saliva, tanto em quantidade quanto em qualidade de sua composição, 

possui um importante papel para condição da saúde bucal [Llena-Puy, 2006]. Entre 

suas diversas funções se encontram a manutenção de uma mucosa bucal úmida 

[Dawes et al., 2015]. A capacidade de tamponamento da saliva regida pelos sistemas 

tampões de bicarbonato, fosfato e proteínas, neutralizam a redução do pH protegendo 

contra a cárie dentária [Gao et al., 2016]. As altas concentrações salivares de cálcio e 

fosfato, mantidas pelas proteínas salivares, contribuem para o processo de maturação 

e remineralizarão do esmalte dentário [Humphrey& Williamson, 2001]. Alterações na 

composição da saliva de pacientes epiléticos, em tratamento com VPA, foram 

demostradas em estudo conduzido com um grupo de 15 pacientes (homens = 9, 

mulheres = 6) com idade entre 19-57 anos. Dentre os parâmetros estudados, amilase 

salivar e cistatina S foram alteradas pelo uso do medicamento, com aumento e 

redução desses parâmetros, respectivamente [Henskens et al., 1996]. Apesar da 

relevância do trabalho, deve-se ressaltar que as influências fisiológicas da idade e do 
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gênero na composição e no fluxo salivares, amplamente descritas na literatura, não 

foram consideras no estudo. 

Portanto, propomos investigar a hipótese de que o uso crônico do VPA 

utilizado para o tratamento de epilepsias causa disfunção das glândulas salivares de 

ratos Wistar. Os resultados obtidos contribuirão para o entendimento se os indivíduos 

que fazem uso crônico do ácido valpróico são mais vulneráveis a doença cárie e 

periodontal em função de possíveis disfunções glandulares causadas por esse 

anticonvulsivante. Caso a pesquisa confirme a nossa hipótese, os profissionais da 

saúde bucal deverão ficar atentos com as estratégias de prevenção da saúde bucal 

dos pacientes que fazem uso deste medicamento. A hipótese nula deste estudo foi 

que o ácido valpróico não afeta o fluxo, composição bioquímica e estado redox salivar 

de ratos. 

 

2 OBJETIVOS 

 

Analisar os possíveis efeitos do uso crônico do anticonvulsivante VPA no 

fluxo, composição bioquímica e estado redox salivar de ratos. Abordando como 

objetivos específicos os seguintes resultados:   

 a) marcadores do dano hepático asparto aminostransferase (AST) e 

alanina aminotransferase (ALT);  

b) massa corpórea final;  

c) massa e índice das glândulas parótidas, submandibulares e sublinguais;  

d) fluxo, pH e capacidade tamponante salivar;  

e) concentração de proteína total e atividade da amilase salivar;  

f) concentração dos eletrólitos salivares cálcio, fosfato, sódio, potássio e 

cloreto; 

g) marcadores de danos oxidativo lipídico e proteico salivar;  

h) capacidade antioxidante total-não enzimática. 

 

 

 

 

 



19 

 

3 METODOLOGIA 

 

3.1 ANIMAIS E PROTOCOLO EXPERIMENTAL  

Foram utilizados 24 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus albinus) 

pesando aproximadamente 200 gramas (6 semanas de idade) provenientes do 

biotério local. Os animais foram mantidos em caixas com maravalha em ambiente com 

temperatura de 22 ± 2 ºC, ciclo de claro/escuro de 12 horas e umidade relativa do ar 

entre 55 ± 10%. Água e ração comercial padrão (Neovia Nutrição e Saúde Animal 

LTDA, Paulínia, SP, Brasil) foram disponibilizadas à vontade durante a adaptação ao 

biotério (7 dias) e o período de tratamento. Pelo princípio de casualização, os animais 

foram distribuídos aleatoriamente (por sorteio) nos seguintes grupos (n=8/grupo): a) 

grupo controle, os animais foram tratados com solução salina NaCl 0,9% (m/v); b) 

grupo VPA100, os animais foram tratados com VPA 100 mg/kg; c) grupo VPA400, os 

animais foram tratados com VPA 400 mg/kg. O VPA foi administrado por gavagem 

intragástrica na forma de xarope (Depakene®, Abbott Laboratórios do Brasil, LTDA.) 

diariamente por 21 dias [Ezz et al., 2011; Noor et al., 2012; Akindele et al., 2015]. O 

grupo controle recebeu NaCl 0,9% (m/v) por gavagem intragástrica no mesmo volume 

equivalente à dose de 400 mg/kg. As doses de 100 mg/kg e 400 mg/kg equivalem 

aproximadamente à dose terapêutica inicial e a dose máxima diária em humanos, 

respectivamente [Depakene, 2021]. Para o cálculo das doses foi utilizado a fórmula 

para dose translacional baseada na superfície de área corpórea (mg/m2) [Reagan-

Shaw et al., 2008] a partir das informações fornecidas na bula do xarope [Depakene, 

2021]. Essas doses também foram selecionadas com base nos resultados obtidos em 

diferentes estudos de toxicidade [Raza et al., 1996; Sveberg Røste et al., 2002; Hamza 

& El-Shenawy, 2017; Khan et al., 2011; Ourique et al., 2016a; Ourique et al., 2016b; 

Watanabe et al., 2019]. O protocolo experimental foi aprovado pela CEUA Local – 

UNESP (Processo FOA nº 0215-2021) 

 

3.2 CONTROLE DE MASSA CORPÓREA, CONSUMO ALIMENTAR E INGESTÃO 

DE ÁGUA 

Após a adaptação ao biotério, iniciou-se o controle da ingestão de água, 

ração e massa corpórea, os quais foram realizados duas vezes por semana no mesmo 

horário até a eutanásia dos animais. 
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3.3 COLETA DA SALIVA, DETERMINAÇÃO DO FLUXO SALIVAR, PH E 

CAPACIDADE TAMPONANTE 

Após o período experimental, os animais foram anestesiados utilizando a 

associação de anestésicos com cloridrato de xilazina (10 mg/kg m.c., IM) e cloridrato 

de cetamina (75 mg/kg m.c., IM) e o fluxo salivar foi estimulado pelo nitrato de 

pilocarpina diluído em NaCl 0,9% (5 mg/kg m.c., intraperitoneal). A coleta de saliva foi 

realizada de acordo com o método descrito por [Elias et al., 2006]. Os animais foram 

colocados em suporte inclinado e a saliva coletada foi acumulada em frascos béquer 

de 10 mL pré-pesados mantidos em gelo, por 10 minutos contados a partir da primeira 

gota de saliva. O volume de saliva foi calculado pela diferença de peso dos frascos 

cheios e vazios, considerando a densidade da saliva igual a 1 g/mL. O pH e a 

capacidade tampão da saliva foram avaliados na saliva fresca imediatamente após a 

coleta. O pH salivar foi medido nas amostras de saliva com um eletrodo específico 

conectado a um medidor de pH, previamente calibrado. A capacidade tampão da 

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

(0,1 mol/L) utilizado para reduzir o pH salivar até 4 ou menos. O resultado foi expresso 

como volume de saliva dividido pelo volume de ácido lático [Picco et al. 2012]. Na 

sequência as amostras foram fracionadas e armazenadas em freezer a -80 °C até o 

momento das análises. 

 

3.4 EUTANÁSIA, COLETA DAS GLÂNDULAS SALIVARES E ARMAZENAMENTO 

DAS AMOSTRAS 

Imediatamente após a coleta da saliva, os animais foram eutanasiados por 

meio da exsanguinação por punção cardíaca. Caso fosse necessário, realizou-se a 

complementação da anestesia. O sangue obtido da punção cardíaca foi processado 

para obtenção do plasma, que foi armazenado em freezer -80 °C. Na sequência, as 

glândulas salivares foram imediatamente removidas, limpas de tecido aderente, secas 

e pesadas. O uso do índice das glândulas salivares foi usado como índice de massa 

relativa (relação órgão/peso corporal) [Dos Santos et al., 2022]. Na intenção de se 

avaliar possíveis danos hepáticos ocasionadas pelo VPA, foram determinadas as 

atividades plasmáticas das enzimas AST e ALT utilizando kits comerciais (Bioclin, 

Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil). Os valores foram expressos como U/L. 
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3.5 ANÁLISE BIOQUÍMICA SALIVAR 

A concentração de proteína total foi determinada usando o método de 

Hartree-Lowry [Hartree, 1972], usando albumina de soro bovino como padrão. A 

atividade de amilase foi determinada pela reação de cor do amido-iodo conforme 

descrito anteriormente em detalhes [Nagy et al., 2001] utilizando kit comercial (Bioclin, 

Belo Horizonte, MG, Brasil). Uma unidade (U) de atividade foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para hidrolisar 10 mg de amido em 30 minutos de 

reação nas condições do ensaio descrito. 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 DETERMINAÇÃO DO DANO OXIDATIVO PROTEICO E DANO OXIDATIVO 

LIPIDICO 

A concentração da proteína carbonilada foi quantificada usando o método 

alcalino 2,4- dinitrofenilhidrazina (DNPH) [Mesquita et al., 2014]. O conteúdo de 

carbonil foi calculado, usando o coeficiente de extinção molar (ε450 = 22.308 M-1 cm-

1). A peroxidação lipídica foi avaliada por meio da concentração das substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARs) [Buege & Aust, 1978]. A quantidade de 

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

M-1 cm-1). 

 

3.7 ANÁLISE DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL NÃO-ENZIMÁTICA (CAT) 

A capacidade antioxidante total foi determinada espectrofotometricamente 

por meio da FRAP, 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. 

 

3.8 FORMA DE ANÁLISE DOS RESULTADOS  

Todos os dados foram analisados em duplicata. Os dados foram expressos 

como média ± desvio padrão. Inicialmente, os dados foram analisados em termos de 
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normalidade, por meio do teste estatístico de Shapiro-Wilk. Os dados paramétricos 

foram submetidos ao teste de análise de variância (One-Way ANOVA) seguido do 

teste post hoc de Tukey. Para todas as análises, p < 0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo. As análises estatísticas foram realizadas com o software 

GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc.; La Jolla, CA, EUA  

 

4. RESULTADOS  

4.1. EFEITOS DO VPA NA MASSA CORPÓREA, CONSUMO ALIMENTAR E 

INGESTÃO DE ÁGUA DE RATOS WISTAR MACHOS 

Ambos os protocolos experimentais de VPA não causaram danos 

hepáticos, uma vez que as atividades da AST e ALT foram semelhantes em relação 

ao controle (Tabela 1). Os tratamentos crônicos com VPA também não alteraram a 

massa corpórea final, além da ingestão de ração e água. A massa e o índice das 

glândulas parótidas, submandibulares e sublinguais foram semelhantes entre os 

grupos (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Avaliação do tratamento crônico com VPA nas atividades plasmáticas de 

ALT e AST, massa corpórea final, massa e índice das glândulas salivares 

Parâmetros Controle VPA100 VPA400 

ALT (U/L) 76,61± 6,42 74,72 ± 7,50 68,97 ± 6,73 

AST (U/L) 156,9 ± 10,93 145,2 ± 22,37 135,5 ± 15,76 

Massa corporal inicial (g) 207,5 ± 9,06 211,0 ± 19,15 208,3 ± 12,99 

Massa corporal final (g) 366,3 ± 8,37 370,8 ± 19,18 350,3 ± 25,04 

Ingestão de ração 

(g/semana/grupo) 
781,5 ± 47,38 741,0 ± 164,0 613,0 ± 39,60 

Ingestão de água 

(L/semana/grupo) 
1,60 ± 0,04 1,68 ± 0,31 1,38 ± 0,66 

Massas das glândulas 

parótidas (mg) 
300,0 ± 21,06 314,5 ± 37,34 295,5 ± 10,95 

Massas das glândulas 

submandibulares (mg) 
239,7 ± 9,88 254,3 ± 20,96 236,9 ± 25,75 

Massas das glândulas 

sublinguais (mg) 
44,33 ± 3,68 42,21 ± 2,16 41,71 ± 6,47 

Índice das glândulas parótidas 0,834 ± 0,06 0,853 ± 0,08 0,830 ± 0,07 
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Os dados foram expressos como média ± desvio padrão. A análise estatística empregada foi o teste 

de análise de variância (One-Way ANOVA) seguido do teste post hoc de Tukey (p < 0,05).  

 

4.2. EFEITO DO TRATAMENTO CRÔNICO COM VPA NO FLUXO, PH E 

CAPACIDADE TAMPONANTE SALIVAR  

Ambos os tratamentos de VPA não exerceram efeitos anticolinérgico, uma 

vez que não constatamos alterações estatisticamente significantes nos parâmetros 

fluxo (Fig. 1A), pH (Fig. 1B) e capacidade tamponante salivar (Fig. 1C) entre os grupos 

experimentais e controle. 

 

Figura 2. Determinação do Fluxo (A), pH (B) e Capacidade tamponante salivar (C) de 

ratos Wistar após tratamento com VPA 

 

 

 

Índice das glândulas 

submandibulares 
0,658 ± 0,02 0,697 ± 0,06 0,636 ± 0,06 

Índice das glândulas 

sublinguais 
0,120 ± 0,01 0,115 ± 0,01 0,112 ± 0,02 
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Fonte: elaborado pelo autor (2022) 

 

4.3. EFEITO DO VPA NA CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNA TOTAL E NA 

ATIVIDADE DA AMILASE NA SALIVA DE RATOS 

O tratamento crônico com o VPA não afetou as concentrações de proteína 

total nos grupos tratados VPA100 e VPA400 (Fig. 2A). Todavia, houve uma maior 

atividade da amilase em ambos os protocolos experimentais VPA100 (p < 0,05) e 

VPA400 (p <0,05), em relação ao grupo controle (Fig. 2B). 
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Figura 3. Determinação da proteína total (A) e da atividade da amilase (B) na saliva 

de ratos Wistar. 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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4.4. DETERMINAÇÃO DOS ELETRÓLITOS NA SALIVA DE RATOS TRATADOS 

COM VPA 

O grupo VPA400 (p < 0,05) apresentou uma redução nos eletrólitos cálcio 

e fosfato em relação ao grupo C e ao grupo VPA100 (Fig. 3A e B), enquanto as 

concentrações de cloreto, sódio, potássio mostrando valores semelhantes entre os 

grupos (Fig. 3C, 3D e 3E).  

 

Figura 4. Determinação da concentração de cálcio (A), fosfato (B), cloreto (C), sódio 

(D) e potássio (E) na saliva de ratos Wistar. 
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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4.5.  AVALIAÇÃO DO DANO OXIDATIVO LIPÍDICO, DANO OXIDATIVO PROTEICO 

E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL NÃO-ENZIMÁTICA EM RATOS 

TRATADOS COM O VPA 

O tratamento crônico com o VPA aumentou o dano oxidativo aos lipídeos 

no grupo VPA100 (p < 0,05) em relação ao grupo controle e ao VPA400 (Fig. 4A). Não 

houve diferenças estatísticas entre os grupos tratados e o controle sobre o dano 

oxidativo proteico (Fig. 4B). Notou-se um aumento da capacidade antioxidante total 

não-enzimática nos grupos VPA100 (p < 0,05) e VPA400 (p < 0,05) em relação ao 

grupo controle (Fig. 4C). 

 

Figura 5. Determinação da concentração de TBARs (A), PC (B) e FRAP (C) na 

saliva de ratos Wistar. 
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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5. Discussão 

 

O presente estudou demonstrou que os tratamentos com o VPA não 

alteraram o fluxo, pH, capacidade tamponante e as concentrações de proteína total, 

cloreto, sódio e potássio salivares. Porém, a atividade da amilase foi maior nos grupos 

VPA100 e VPA400 em relação ao grupo C, enquanto as concentrações de cálcio e 

fosfato decaíram no grupo VPA400 em relação ao C. TBARs salivar foi maior no grupo 

VPA100 comparado aos grupos C e VPA400. Em contrapartida, a proteína 

carbonilada salivar foi semelhante entre os grupos. VPA100 e VPA400 tiveram 

maiores valores de capacidade antioxidante total não-enzimática, ao despeito do 

aumento do dano oxidativo lipídico. Portanto, a hipótese nula desse estudo foi 

parcialmente rejeitada. 

Nossa pesquisa demonstrou que o tratamento diário por 21 dias com VPA 

100 mg/kg e 400 mg/kg via gavagem intragástrica não foi hepatotóxico. Tais 

protocolos equivalem aproximadamente à dose terapêutica inicial e a dose máxima 

diária em humanos, respectivamente [Depakene, 2021]. Resultados semelhantes 

foram encontrados em ratos tratados com VPA (Depakin Chrono BT®, 500 mg, 30 

tabletes, Sanofi, Paris France) por via gavagem intragástrica com a dose 500 

mg/kg/dia [Koroglu et al., 2021]. Em contrapartida, é descrito que VPA possui 

metabólitos tóxicos que podem elevar os marcadores de estresse oxidativo e 

consequente hepatotoxidade [Alqarni et al., 2022]. Por exemplo, VPA na dose de 200 

mg/kg/dia administrado via intraperitoneal durante 4 semanas teve efeito hepatotóxico 

caraterizado pelo aumento das atividades da AST e ALT, porém, os mecanismos 

celulares envolvidos neste efeito não foram elucidados [Ahangar et al., 2017]. 

Os tratamentos crônicos com VPA também não alteraram a massa 

corpórea final, além da ingestão de ração e água. Resultados semelhantes foram 

obtidos após tratamento crônico via gavagem intragástrica de ratos Wistar com 500 

mg/kg/dia (14 dias) [Koroglu et al., 2021] e 300 mg/kg/dia (15 dias) de VPA 

[Costalonga et al., 2017].  Todavia, observa-se o efeito contrário no tratamento com o 

VPA em animais Sprague-Dawley na dosagem de 300 mg/kg via gavagem 

intragástrica, durante 10 semanas, evidenciando a redução do ganho de massa 

corpórea [Khan et al., 2016]. 

O tamanho, massa e índice das glândulas salivares demonstram correlação 
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com disfunções das glândulas salivares associadas com redução do fluxo salivar em 

modelos experimentais animais de diabetes [Nogueira et al., 2005], radioterapia 

[Coppes  et al., 2002; Lee et al, 2006; De la Cal  et al., 2012] e em situações de 

desequilíbrio dietéticos [Lasisi et al., 2015; Zalewska et al., 2019]. Em nosso trabalho, 

ambas as doses de VPA não afetaram a massa e o índice das glândulas salivares. 

Esses resultados devem ser considerados com reserva, tão logo as disfunções das 

glândulas salivares não se restringem as alterações no fluxo salivar, como também a 

modificações na composição e função da saliva. Por isso, torna-se relevante a análise 

do conteúdo de proteína total e atividade da amilase discutidos nos próximos tópicos. 

 Em nosso estudo, a ausência de efeitos colaterais do VPA sobre a 

glândulas salivares é reforçado pelo fato dos parâmetros fluxo, pH e capacidade 

tamponante salivar permanecerem semelhantes entre os grupos, o que sugere que o 

VPA não apresenta efeitos anticolinérgicos. 

A produção salivar é mediada pelos reflexos neurais do sistema nervoso 

autônomo sobre as glândulas salivares e difere em relação ao volume e composição 

dependendo dos diferentes tipos de estímulos [Pedersen et al., 2018]. A sinalização 

simpática é modulada pela norepinefrina atuando aos receptores adrenérgicos α1 e 

β1 nas glândulas salivares, enquanto a sinalização parassimpática gira entorno da 

acetilcolina ligada aos receptores colinérgicos muscarínicos (mAchR – principalmente 

M1 e M3) para estimular a secreção salivar [Proctor & Carpenter, 2007; Proctor e 

Carpenter, 2014]. Estudo conduzido com humanos também não detectou diferenças 

nos valores de fluxo salivar e pH entre pacientes saudáveis e pacientes epiléticos que 

faziam uso dos anticonvulsivantes carbamazepina, ácido valpróico ou fenitoína 

[Henskens et al., 1996].  Apesar do estudo tenha tomado o cuidado em contar com 

uma população utilizando o mesmo esquema terapêutico para cada medicamento, os 

resultados devem ser considerados com reservas em função da ampla faixa etária, 

desequilíbrio na distribuição entre os sexos e em função do número baixo de 

voluntários em cada grupo. Por outro lado, crianças e adolescentes epiléticos, tratados 

com fenitoína apresentaram redução do fluxo e capacidade tamponante salivar em 

relação a indivíduos tratados com carbamazepina durante mesmo período [Lundström 

et al., 1982]. Apesar dos resultados importantes, esse trabalho falha em não comparar 

os resultados de cada anticonvulsivante com o grupo controle constituído por crianças 

recém-diagnosticada com epilepsia e que não receberam nenhum tipo de medicação.  
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Em nossa pesquisa, mesmo não apresentando alterações da concentração 

de proteína total dos grupos tratados comparados ao grupo controle, foi observado 

certa alteração na composição salivar comprovada pelo aumento da atividade da 

amilase salivar em ambos os protocolos experimentais VPA100 e VPA400. A 

secreção de proteínas é modulada pela via cíclica de sinalização adenosina 

monofosfato/proteína quinase A (cAMP/PKA), decorrente da interação dos receptores 

β1 adrenérgicos com os neurotransmissores norepinefrina e peptídeo intestinal 

vasoativo [Straub et al., 2002], sugerindo, em nosso estudo, que o VPA não foi capaz 

de modular a secreção de proteínas como agonista do sistema adrenérgico. Por outro 

lado, a atividade da α-amilase salivar sintetizada nas células acinares das glândulas 

salivares e regulada principalmente pelo sistema nervoso autônomo simpático 

[Proctor & Carpenter, 2007], mostrou-se influenciada pelo tratamento crônico com o 

VPA. Em ensaios clínicos com pacientes submetidos a monoterapia com VPA, foi 

evidenciado o aumento transiente da amilase no sangue [Voudris et al., 2006; Jha et 

al., 1993] e urina [Jimenez-Rodriguezvila et al., 1986]. Em especial, no sangue, a 

hiperamilasemia transiente foi relacionada ao aumento da amilase não-específica, isto 

é, derivado provavelmente das glândulas salivares [Voudris et al., 2006]. Esse 

aumento pode ocorrer independente do quadro de pancreatite [Werlin & Fish, 2006]. 

Tal achado corrobora com o estudo que detectou o aumento da amilase salivar em 

pacientes tratados com VPA [Henskens et al., 1996]. Por fim, nossa pesquisa valida 

os estudos prévios, demonstram o aumento da secreção de amilase na saliva induzida 

por pilocarpina, todavia, os mecanismos desta disfunção nas glândulas salivares não 

estão claros. 

Em nossos achados, o grupo VPA400 apresentou redução nas 

concentrações de cálcio e fosfato e os demais eletrólitos sódio, potássio e cloreto 

mantiveram-se semelhantes ao grupo controle em ambos os protocolos 

experimentais. A saliva primária isosmótica pobre em potássio é formada nas 

extremidades secretoras ou ácinos das glândulas e através da ação força motriz do 

cotransportador de sódio, potássio e cloreto ocorre a saída do cloreto da célula acinar 

criando um potencial transepitelial para transporte de sódio, que por sua vez, 

juntamente com o cloreto arrastam a água para o lúmen via trans e paracelular 

equilibrando a diferença osmótica [Almássy et al., 2018]. A secreção do fluido salivar 

é mediada por um aumento de cálcio intracelular nas células acinares em resposta a 
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liberação de cálcio, mediada por inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), estocado no retículo 

endoplasmático via receptor de inositol trifosfato [Ambudkar, 2016]. A literatura 

demonstra que variáveis sistêmicas podem interferir na concentração de eletrólitos 

salivares, como por exemplo, em ratos castrados observa-se o aumento da 

concentração salivar dos íons fosfato, cálcio e cloreto [Cypriano et al., 2021], enquanto 

o envelhecimento fisiológico de ratos foi associado com o aumento da secreção de 

sódio, potássio e bicarbonato [Lasisi et al., 2014]. Ainda não estão totalmente 

elucidados os possíveis efeitos do VPA sobre o equilíbrio eletrolítico corpóreo. 

Todavia, ratas de 4-5 meses de idade tratadas por seis semanas com VPA a 500 

mg/kg via intraperitoneal apresentaram aumento da secreção urinária de cálcio, 

enquanto o fosfato foi menor em relação ao grupo controle [Herguner et al., 2006].  

Em contrapartida revisão sistemática de pacientes que utilizam o VPA a mais de dois 

anos, analisou-se os níveis séricos e não demonstraram associação entre o 

tratamento e desvios de cálcio, potássio e sódio [Meijboom et al., 2017]. Embora 

lesões renais graves sejam associadas com o aumento das espécies reativas de 

oxigênio induzida pela toxicidade renal do VPA [Gezginci-Oktayoglu et al., 2016], 

ainda não está claro se o mesmo pode ocorrer nas glândulas salivares. A redução de 

cálcio e fosfato na secreção dos eletrólitos pelas glândulas salivares em nossos 

resultados pode estar associada à ação metabólica do fármaco anticonvulsivante a 

nível neuronal periférico, de acordo com seu mecanismo de ação e receptores 

presentes nas glândulas salivares como descrito a seguir. 

As enzimas biossintéticas do sistema GABAérgico estão amplamente 

distribuídos ao redor das células acinares nas glândulas salivares de ratos e 

intimamente relacionado ao sistema nervoso autônomo [Sawaki et al., 1995; Kosugue 

et al., 2009], mediando respostas inibitórias na secreção salivar [Kosuge et al., 2009]. 

Após 2 dias de tratamento subcrônico de pacientes com VPA na dosagem de 300 mg 

e 600 mg via oral, observou-se cerca de 30% do aumento sérico do GABA 

comparados a pacientes controle [Owens & Nemeroff, 2003]. Além disso, efeitos 

glutamatérgicos foram descritos na expressão gênica do RNAm para subunidades 

NR1, NR2A-D, e NR3A e NR3B do receptor NMDA nas glândulas parótidas, 

submandibulares e sublinguais de ratos Wistar de 7-8 semanas de idade [Yoshikawa 

et al., 2022]. O VPA, por sua vez, reduz a liberação de moléculas excitatórias como o 

ácido β-hidroxibutírico, e reduz a excitação neuronal devido à ativação de receptores 
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NMDA de glutamato [Gean et al., 1994]. Apesar dessa evidência, o modelo 

experimental não inibiu a secreção salivar induzida pela pilocarpina. Esse resultado 

pode ser influenciado pela dose, frequência e tempo de tratamento com VPA. Por isso, 

para confirmarmos nossos resultados sugerimos para próximos experimentos 

aumentarmos a dose e o tempo de tratamento com o VPA. 

Após avaliação do estado redox pelos marcadores de estresse oxidativo 

presentes na saliva, observamos um aumento do dano oxidativo lipídico salivar, 

demonstrando maiores níveis de TBARs nos animais VPA100 em relação ao grupo 

VPA400 e controle. Entretanto, os valores de proteína carbonilada mantiveram-se 

semelhantes entre os grupos tratados e o grupo controle, evidenciando que não houve 

dano proteico na composição salivar após o tratamento com VPA. Embora estudo com 

crianças epiléticas tenha demonstrado a capacidade do VPA e levetiracetam em 

aumentar a peroxidação lipídica no plasma pelo método TBARs [Haznedar et al., 

2019], ainda não está elucidado os efeitos destes fármacos no estado redox salivar. 

Sendo assim, a hipótese do estresse oxidativo ocasionado pelo VPA sustenta-se 

apresentando ocorrências em outros tecidos e em diferentes biomarcadores 

previamente analisados na literatura. Por exemplo, em contrapartida aos nossos 

resultados, o estado redox na via reprodutiva analisada nos testículos e epidídimo de 

ratos machos Wistar tratados com VPA na dosagem de 250, 500 e 1000 mg/kg, via 

gavagem intragástrica por 28 dias, foi mensurado e comprovado o aumento da 

proteína carbonilada [Naderi et al., 2021]. Tais achados em conjunto nos indicam os 

efeitos comprometedores do VPA no balanço redox e seu comportamento em 

diferentes tecidos. Apesar desses importantes resultados, um estudo realizado em 

cultura de células neuronais primária isoladas de ratos Sprague-Dawley tratadas com 

concentrações relevantes de VPA durante 7 dias, demonstraram os efeitos 

neuroprotetores do VPA na atenuação da peroxidação lipídica e oxidação de proteínas 

em células corticais cerebrais [Wang et al, 2003]. Ressalta-se que as discrepâncias 

entre nossos resultados e as demonstrações do estudo supracitado podem estar 

relacionadas as diversas variáveis: a) diferenças entre a ação neuroprotetora do VPA 

sobre o tecido cerebral e sua sugestiva ação sobre as glândulas salivares através do 

sistema neuronal periférico; b) ação neuroprotetora central do VPA devido a maior 

suscetibilidade do tecido cerebral ao estresse oxidativo; c) Duração do tratamento com 

o VPA e as distintas metodologias empregadas para a administração do 
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anticonvulsivante. 

Observamos em nossos resultados o aumento da capacidade antioxidante 

total nos grupos tratados VPA100 e VPA400, embora o elevado valor não tenha sido 

suficiente para prevenir o aumento de TBARS no grupo VPA100. Para tanto, devemos 

ter cuidado ao analisar o status da capacidade antioxidante salivar tendo em vista sua 

interferência por diversos fatores cotidianos [Kamodyová et al., 2013]. O aumento da 

capacidade antioxidante salivar por sua vez, também é descrito desde modelos de 

cárie dentária em crianças entre 7-14 até decorrente tratamento suplementativo por 

vitamina C [Preethi et al., 2010; Kamodyová et al., 2013].  Todavia, é descrito na 

literatura os importantes efeitos antioxidantes do VPA em animais na atenuação dos 

danos causados pela hemorragia e isquemia nos tecidos do cérebro, no pulmão e 

fígado [Sher et al., 2015]. Em contrapartida, a capacidade antioxidante total analisada 

a partir da glutationa (GSH ) no fígado de ratos Wistar normoglicêmicos e induzidos a 

diabetes durante 21 dias, nas dosagens de 100, 300 e 600mg/kg via oral, 

apresentaram-se reduzidas no grupo de menor dosagem e níveis aumentados no 

grupo VA300 [Akindele et al., 2015]. Considerando que de fato, alguns órgãos e 

tecidos possam aumentar a atividade das enzimas antioxidantes para proteger contra 

o estresse oxidativo [Ji  & Yeo., 2021], tal aumento na capacidade antioxidante total 

em nossos achados coincide com a proposta de uma resposta celular compensatória 

à intensificação de espécies reativas de oxigênio e geração de estresse oxidativo [Dos 

Santos et al., 2022]. 

 

6. CONCLUSÃO 

 

Conclui-se que o tratamento crônico com VPA altera a composição e 

provoca desequilíbrio no estado redox salivar de ratos. Para tanto, os profissionais da 

área da saúde bucal devem se atentar aos pacientes que fazem uso deste 

medicamento, uma vez que a redução da secreção de cálcio e fosfato pode afetar o 

produto de atividade iônica da hidroxiapatita na saliva e biofilme predispondo à cárie, 

além do fato de que alterações do estado redox na saliva podem aumentar a 

propensão a doenças periodontais. 
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