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RESUMO

SILVA, L. G. L. Andlise do fluxo, composicdo bioquimica e estado redox salivar
dos ratos tratados com o anticonvulsivante acido valproéico. 2025. 47 f.Trabalho
de Conclusédo de Curso (Graduacdo em Odontologia) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aragatuba, 2025.

O objetivo desta pesquisa foi analisar os efeitos do uso crénico do anticonvulsivante
acido valproico (VPA) no fluxo, composicao bioquimica 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 Laboratérios do Brasil, LTDA.) foi
administrado via gavagem intragastrica por 21 dias consecutivos. O grupo C recebeu
NaCl 0,9 % no volume equivalente & dose méaxima de VPA. Apés o tratamento,
coletamos a saliva induzida por pilocarpina dos animais, que na sequéncia foram
eutanasiados por exsanguinagdo para obtencdo do plasma. Imediatamente apos a
coleta, foram determinados o fluxo, pH e capacidade tamponante salivar. Métodos
espectrofotométricos foram usados para analises salivares da proteina total (PT),
amilase (AMI), eletrolitos (calcio, fosfato, cloreto, sédio e potassio), dano oxidativo
lipidico (TBARS) e dano a proteinas por carbonilacédo (PC), e capacidade antioxidante
total. Além disso, analisamos a aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) para avaliacdo de dano hepatico. A analise estatistica
empregada foi o teste de analise de variancia (One-Way ANOVA) seguido do teste
post hoc de Tukey (p < 0,05). Ambas as doses de VPA nao ocasionaram danos
hepaticos. Da mesma forma, os tratamentos com VPA também nao afetaram o fluxo,
pH, capacidade tamponante e as concentracfes de PT, cloreto, sédio e potassio
salivares. Porém, a atividade da AMI foi maior nos grupos VPA100 e VPA400 em
relacéo ao grupo C, enquanto as concentracdes de calcio e fosfato decairam no grupo
VPA400 em relagéo 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 lipidico. Conclui-se que o tratamento crénico

com VPA causa alteragbes na composicéo e estado redox salivar.



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

amilase; proteinas e peptideos 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 Conclusédo de Curso (Graduacdo em Odontologia) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aragatuba, 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 Laboratérios do Brasil, LTDA.) was administered via
intragastric gavage for 21 consecutive days. The C group received 0.9% NacCl 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 INTRODUCAO

A crise epilética € conceitualmente definida pela ocorréncia transitoria
excessiva de sinais no cérebro devido a uma hiperatividade neuronal sincrénica
[Falco-Walter et al., 2017]. Para ocasionar a geracdo de crises S4o0 necessarios: o
desequilibrio entre excitagéo e inibicao do cérebro relacionado ao disparo neuronal e
descargas excessivas de potencial de ac&o; o descontrole do potencial da membrana
neuronal e a sincronizacdo das células nervosas [Silva & Cabral, 2008]. Também
caracterizada por crises recorrentes, que sdo episédios breves de movimento
involuntario, que podem envolver uma parte do corpo (parcial) ou todo o corpo
(generalizada) [WHO, 2019]. Cerca de 50 milhdes de pessoas sao afetadas no mundo
todo pela epilepsia, das quais 80% vivem em paises de baixa e média renda e maior
indice em paises em desenvolvimento (8,75/1000) comparados aos paises
desenvolvidos (5,18/1000) [Buainain et al., 2022]. No Brasil, a prevaléncia da epilepsia
na populacdo 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 atencdo maior a faixa
etaria infantil devido a maior incidéncia do quadro clinico, variando a prevaléncia entre
1,5 a 8/1000 em criangas de 7-15 anos [Sampaio et al., 2010].

Os farmacos antiepiléticos sdo a base para o tratamento das crises
epiléticas recorrentes [Cervenka & Kapla, 2016]. O acido valproico (VPA), é indicado
como linha de frente no tratamento de convulsGes generalizadas e sindromes
epilépticas, além, da eficacia 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 doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, esclorese multipla e desordem
bipolar [Chateauvieux et al., 2010; Mishra et al., 2021].

Os efeitos colaterais mais significantes associados com o VPA sédo a
teratogenicidade e a hepatotoxidade (Mishra et al., 2021), além disso também é
relatado hipotenséo, taquicardia, alopecia, pele seca, nausea, dores abdominais,
insuficiéncia hepatica, amenorreia, cistite, anorexia, sonoléncia, dores de cabeca,
ansiedade, agressividade, alucinagfes, e levantam maior preocupacdes durante o
tratamento a longo prazo e politerapia [Balagura et al., 2019].

O mecanismo de acdo nao foi ainda consolidado, porém, evidéncias

apontam em trés principais mecanismos: a) o aumento da sintese e liberagédo do &cido
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y-aminobutirico (GABA), levando a potencializacdo da transmissdo GABAérgica; b)
reducdo da liberacdo de moléculas excitatorias, diminuindo a excitagdo neuronal
através da ativacao de receptores N-metil-D- aspartato (NMDA) de glutamato; e c) na
atenuacdo do disparo neuronal de alta frequéncia devido ao bloqueio de canais
ibnicos dependentes de voltagem, como canais de sodio, calcio e potassio [Romoli et
al., 2019; Sills & Rogawski, 2020;Siniscalchi et al., 2013].

Figura 1. Mecanismo de acdo de medicamentos anticonvulsivantes

clinicamente aprovados.

Propagated
action potential

Gabapentin
Pregabalin

o d-subunit of
Ca®* channel

Also inhibits
glial GAT-1 °°—' Glutamate Retigabine
Valproate® 05 0
Felbamate* *
(GABA tumover ) e * . BEES K T-type
Vigabatrin Perampanel i alproal Cat*
. 0% o
(GABAT 3) Pl o © ¢° channel
Postsynaplic AMPA l NMDA
neuron receplor recoptor KCNQ

Na*  Na*(Ca?*) K* channel Ca°

Atualizado e modificado de Léscher e Schmidt [2012]. Os medicamentos marcados com asteriscos
indicam que esses compostos agem por multiplos mecanismos (nem todos os mecanismos mostrados
aqui). GABA-T, GABA aminotransferase; GAT, GABA transportador; SV2A, glicoproteina 2A de
vesicula sinaptica; GABA, Acido gama-aminobutirico, NMDA, N-metil-D-aspartato, AMPA, Acido alfa-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propiénico; KCNQ uma familia de canais de potassio dependentes
de voltagem (também conhecidos como a familia Kv7)

Fonte: [LOscher et al., 2016].

Metabolizado quase exclusivamente no figado, estudos demonstraram que

a administracdo crénica de VPA esta associada a inibicdo da secrecéo vesicular e

reducdo da sintese de proteinas plasmaéticas, 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 reducéo de superéxido dismutase e da GSH, ambos marcadores
de estresse oxidativo [Sarangi et al., 2016]. Evidéncias apontam que o VPA suprime
0 crescimento 6sseo longitudinal, inibindo a formacédo da cartilagem e acelerando a
ossificacdo da placa de crescimento [Wu et al., 2004]. Aléem do mais, houve uma
diminuicdo da viabilidade das células-tronco mesenquimais derivadas da gengiva
humana durante o tratamento com o VPA em um estudo mensurando suas
proliferacdes, morfologia e diferenciacéo [Lee et al., 2018]. Apesar dos amplos efeitos
colaterais, ainda nao esta claro os efeitos do VPA na funcéo das glandulas salivares.

A saude bucal dos pacientes com epilepsia esta diretamente relacionada
com os cuidados durantes as crises epiléticas e as medicac¢fes utilizadas [Wang et
al., 2019]. O controle inadequado do biofilme dentario destaca nas criancas 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 anaerébicos, e acometendo em uma maior dificuldade durante a
mastigacéao, fala, erupcdo dentaria e problemas na estética [Yeung et al., 2019]. O
namero de dentes cariados, ausentes e a presenca de halitose mostram-se o0s
disturbios bucais mais comuns nos pacientes epiléticos [Gurbuz et al., 2010].

A saliva, tanto em quantidade quanto em qualidade de sua composicao,
possui um importante papel para condicdo da saude bucal [LIena-Puy, 2006]. Entre
suas diversas funcdes se encontram a manutencdo de uma mucosa bucal Umida
[Dawes et al., 2015]. A capacidade de tamponamento da saliva regida pelos sistemas
tampdes de bicarbonato, fosfato e proteinas, neutralizam a reducao do pH protegendo
contra a cérie dentaria [Gao et al., 2016]. As altas concentrac¢des salivares de calcio e
fosfato, mantidas pelas proteinas salivares, contribuem para o processo de maturacéo
e remineralizardo do esmalte dentério [Humphrey& Williamson, 2001]. Alteracbes na
composicdo 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 parametros estudados, amilase
salivar e cistatina S foram alteradas pelo uso do medicamento, com aumento e
reducdo desses parametros, respectivamente [Henskens et al., 1996]. Apesar da

relevancia do trabalho, deve-se ressaltar que as influéncias fisiologicas da idade e do
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género na composicao e no fluxo salivares, amplamente descritas na literatura, ndo
foram consideras no estudo.

Portanto, propomos investigar a hipotese de que o uso cronico do VPA
utilizado para o tratamento de epilepsias causa disfuncéo das glandulas salivares de
ratos Wistar. Os resultados obtidos contribuirdo para o entendimento se os individuos
que fazem uso crénico do acido valpréico sdo mais vulneraveis a doenca céarie e
periodontal em funcdo de possiveis disfuncbes glandulares causadas por esse
anticonvulsivante. Caso a pesquisa confirme a nossa hipotese, os profissionais da
saude bucal deveréo ficar atentos com as estratégias de prevencdo da saude bucal
dos pacientes que fazem uso deste medicamento. A hipétese nula deste estudo foi
gue o acido valprdéico nao afeta o fluxo, composicdo bioguimica e estado redox salivar

de ratos.

2 OBJETIVOS

Analisar os possiveis efeitos do uso crénico do anticonvulsivante VPA no
fluxo, composicdo bioquimica e estado redox salivar de ratos. Abordando como
objetivos especificos os seguintes resultados:

a) marcadores do dano hepatico asparto aminostransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT);

b) massa corporea final;

c) massa e indice das glandulas parétidas, submandibulares e sublinguais;

d) fluxo, pH e capacidade tamponante salivar;

e) concentracao de proteina total e atividade da amilase salivar;

f) concentracdo dos eletrolitos salivares célcio, fosfato, sodio, potassio e
cloreto;

g) marcadores de danos oxidativo lipidico e proteico salivar;

h) capacidade antioxidante total-ndo enzimatica.
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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 °C, ciclo de claro/escuro de 12 horas e umidade relativa do ar
entre 55 + 10%. Agua e racdo comercial padrdo (Neovia Nutricdo e Satde Animal
LTDA, Paulinia, SP, Brasil) foram disponibilizadas a vontade durante a adaptacdo ao
biotério (7 dias) e o periodo de tratamento. Pelo principio de casualizacdo, os animais
foram distribuidos aleatoriamente (por sorteio) nos seguintes grupos (n=8/grupo): a)
grupo controle, os animais foram tratados com solucdo salina NaCl 0,9% (m/v); b)
grupo VPA100, os animais foram tratados com VPA 100 mg/kg; ¢) grupo VPA400, os
animais foram tratados com VPA 400 mg/kg. O VPA foi administrado por gavagem
intragastrica na forma de xarope (Depakene®, Abbott Laboratorios 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 intragastrica no mesmo volume
equivalente a dose de 400 mg/kg. As doses de 100 mg/kg e 400 mg/kg equivalem
aproximadamente & dose terapéutica inicial e a dose maxima diaria em humanos,
respectivamente [Depakene, 2021]. Para o célculo das doses foi utilizado a férmula
para dose translacional baseada na superficie de area corpérea (mg/m2) [Reagan-
Shaw et al., 2008] a partir das informacgdes 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 Rgste et al., 2002; Hamza
& El-Shenawy, 2017; Khan et al., 2011; Ourigue et al., 2016a; Ourique et al., 2016b;
Watanabe et al., 2019]. O protocolo experimental foi aprovado pela CEUA Local —
UNESP (Processo FOA n°® 0215-2021)

3.2 CONTROLE DE MASSA CORPOREA, CONSUMO ALIMENTAR E INGESTAO
DE AGUA

Apoés a adaptacao ao biotério, iniciou-se o controle da ingestdo de agua,

racao e massa corporea, os quais foram realizados duas vezes por semana ho mesmo

horario até a eutandsia dos animais.
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3.3 COLETA DA SALIVA, DETERMINA(;AO DO FLUXO SALIVAR, PH E
CAPACIDADE TAMPONANTE

Apo6s o periodo experimental, os animais foram anestesiados utilizando a
associacao 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 diluido 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 diferenca de peso dos frascos
cheios e vazios, considerando a densidade da saliva igual a 1 g/mL. O pH e a
capacidade tampéo da saliva foram avaliados na saliva fresca imediatamente apds a
coleta. O pH salivar foi medido nas amostras de saliva com um eletrodo especifico
conectado a um medidor de pH, previamente calibrado. A capacidade tampéo da
saliva foi calculada pelo método titulométrico, de acordo com o volume de acido latico
(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 acido latico [Picco et al. 2012]. Na
sequéncia as amostras foram fracionadas e armazenadas em freezer a -80 °C até o

momento das analises.

3.4 EUTANASIA, COLETA DAS GLANDULAS SALIVARES E ARMAZENAMENTO
DAS AMOSTRAS

Imediatamente apds a coleta da saliva, os animais foram eutanasiados por
meio da exsanguinacao por puncédo cardiaca. Caso fosse necessario, realizou-se a
complementacdo da anestesia. O sangue obtido da punc¢éo cardiaca foi processado
para obtencdo do plasma, que foi armazenado em freezer -80 °C. Na sequéncia, as
glandulas salivares foram imediatamente removidas, limpas de tecido aderente, secas
e pesadas. O uso do indice das glandulas salivares foi usado como indice de massa
relativa (relacdo 6rgado/peso corporal) [Dos Santos et al., 2022]. Na intencdo de se
avaliar possiveis danos hepaticos ocasionadas pelo VPA, foram determinadas as
atividades plasmaticas 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 ANALISE BIOQUIMICA SALIVAR

A concentracdo de proteina total foi determinada usando o método de
Hartree-Lowry [Hartree, 1972], usando albumina de soro bovino como padrdo. A
atividade de amilase foi determinada pela reacdo 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
guantidade de enzima necessaria para hidrolisar 10 mg de amido em 30 minutos de
reacao nas condi¢cdes do ensaio descrito. Kits colorimétricos comerciais foram usados
para quantificar célcio, fésforo e cloreto (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil) seguindo
as recomendacfes dos fabricantes para cada teste. O sddio e o potassio foram
determinados por analisador de eletrdlitos ion seletivo (9180, Electrolyte Analyzer,

Roche®). Os valores de eletrélitos foram expressos em mmol/L.

3.6 DETERMINAC}AO DO DANO OXIDATIVO PROTEICO E DANO OXIDATIVO
LIPIDICO

A concentracao da proteina carbonilada foi quantificada usando o método
alcalino 2,4- dinitrofenilhidrazina (DNPH) [Mesquita et al., 2014]. O conteudo de
carbonil foi calculado, usando o coeficiente de extingdo molar (€450 = 22.308 Mt cmr
1. A peroxidagéo lipidica foi avaliada por meio da concentracio das substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) [Buege & Aust, 1978]. A quantidade de
aldeidos formados foi calculada pelo coeficiente de extingdo molar (€532 = 1,56 x 10°

M1 cm).

3.7 ANALISE DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL NAO-ENZIMATICA (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 padrao com

diferentes concentracGes de solugdes de FeSO4.

3.8 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS
Todos os dados foram analisados em duplicata. Os dados foram expressos

como média + desvio padréo. Inicialmente, os dados foram analisados em termos de
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normalidade, por meio do teste estatistico de Shapiro-Wilk. Os dados paramétricos
foram submetidos ao teste de analise de variancia (One-Way ANOVA) seguido do
teste post hoc de Tukey. Para todas as andlises, p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. As analises estatisticas foram realizadas com o software
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc.; La Jolla, CA, EUA

4. RESULTADOS
4.1. EFEITOS DO VPA NA MASSA CORPOREA, CONSUMO ALIMENTAR E
INGESTAO DE AGUA DE RATOS WISTAR MACHOS

Ambos o0s protocolos experimentais de VPA ndo causaram danos
hepaticos, uma vez que as atividades da AST e ALT foram semelhantes em relacéo
ao controle (Tabela 1). Os tratamentos crénicos com VPA também néo alteraram a
massa corpérea final, além da ingestdo de racdo e agua. A massa e o indice das
glandulas parotidas, submandibulares e sublinguais foram semelhantes entre os

grupos (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliacdo do tratamento crénico com VPA nas atividades plasmaticas de

ALT e AST, massa corporea final, massa e indice das glandulas salivares

Parametros 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
Ingestéo de racéo
781,5+ 47,38 741,0 £ 164,0 613,0 £ 39,60
(g/semanal/grupo)
Ingestéo de agua
1,60 + 0,04 1,68 + 0,31 1,38 + 0,66
(L/semana/grupo)
Massas das glandulas
. 300,0 + 21,06 314,5+ 37,34 295,5+ 10,95
parétidas (mg)
Massas das glandulas
_ 239,7 £ 9,88 254,3 + 20,96 236,9 + 25,75
submandibulares (mg)
Massas das glandulas
_ _ 44,33 + 3,68 42,21 +£2,16 41,71 £ 6,47
sublinguais (mg)
indice das glandulas parétidas 0,834 + 0,06 0,853 + 0,08 0,830 + 0,07
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indice das glandulas

submandibulares

0,658 + 0,02

0,697 + 0,06

0,636 + 0,06

indice das glandulas

sublinguais

0,120 + 0,01

0,115+ 0,01

0,112 + 0,02

Os dados foram expressos como média + desvio padrédo. A analise estatistica empregada foi o teste

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

4.2. EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM VPA NO FLUXO, PH E
CAPACIDADE TAMPONANTE SALIVAR

Ambos os tratamentos de VPA ndo exerceram efeitos anticolinérgico, uma

vez que ndo constatamos alteracdes estatisticamente significantes nos parametros

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

experimentais e controle.

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

ratos Wistar apds tratamento com VPA
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pH salivar
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Fonte: elaborado pelo autor (2022)

4.3. EFEITO DO VPA NA CONCENTRAQAO DE PROTEINA TOTAL E NA
ATIVIDADE DA AMILASE NA SALIVA DE RATOS
O tratamento crénico com o VPA néo afetou as concentracdes de proteina
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 relacdo ao grupo controle (Fig. 2B).
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Figura 3. Determinacao da proteina total (A) e da atividade da amilase (B) na saliva

de ratos Wistar.

Atividade da amilase salivar

Proteina total salivar (g/L)

(U/mg de proteina total)

1.0

0.6

0.4+

0.2

0.0

12105

Bx1 0'5_

62105

4x10%+

2x105

Controle VPA100 VPA400

ek

Controle VPA100 VPA400

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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4.4, DETERMINACAO DOS ELETROLITOS NA SALIVA DE RATOS TRATADOS
COM VPA
O grupo VPA400 (p < 0,05) apresentou uma reducédo nos eletrélitos calcio
e fosfato em relacdo ao grupo C e ao grupo VPA100 (Fig. 3A e B), enquanto as
concentracfes de cloreto, soédio, potassio mostrando valores semelhantes entre os
grupos (Fig. 3C, 3D e 3E).

Figura 4. Determinacéo da concentracao de calcio (A), fosfato (B), cloreto (C), sodio

(D) e potassio (E) na saliva de ratos Wistar.
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4.5. AVALIACAO DO DANO OXIDATIVO LIPIDICO, DANO OXIDATIVO PROTEICO
E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL NAO-ENZIMATICA EM RATOS
TRATADOS COM O VPA

O tratamento croénico com o VPA aumentou o dano oxidativo aos lipideos
no grupo VPA100 (p < 0,05) em relacdo ao grupo controle e ao VPA400 (Fig. 4A). Nao
houve diferencas estatisticas entre os grupos tratados e o controle sobre o dano
oxidativo proteico (Fig. 4B). Notou-se um aumento da capacidade antioxidante total
nao-enzimatica nos grupos VPA100 (p < 0,05) e VPA400 (p < 0,05) em relacédo ao
grupo controle (Fig. 4C).

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

saliva de ratos Wistar.
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5. Discussao

O presente estudou demonstrou que os tratamentos com o VPA néo
alteraram o fluxo, pH, capacidade tamponante e as concentracdes de proteina total,
cloreto, sodio e potassio salivares. Porém, a atividade da amilase foi maior nos grupos
VPA100 e VPA400 em relagcdo ao grupo C, enquanto as concentracdes de calcio e
fosfato decairam no grupo VPA400 em relagéo ao C. TBARSs salivar foi maior no grupo
VPA100 comparado aos grupos C e VPA400. Em contrapartida, a proteina
carbonilada salivar foi semelhante entre os grupos. VPA100 e VPA400 tiveram
maiores valores de capacidade antioxidante total ndo-enzimatica, ao despeito do
aumento do dano oxidativo lipidico. Portanto, a hip6tese nula desse estudo foi
parcialmente rejeitada.

Nossa pesquisa demonstrou que o tratamento diario por 21 dias com VPA
100 mg/kg e 400 mg/kg via gavagem intragastrica ndo foi hepatotoxico. Tais
protocolos equivalem aproximadamente a dose terapéutica inicial e a dose maxima
didria 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 intragastrica com a dose 500
mg/kg/dia [Koroglu et al., 2021]. Em contrapartida, é descrito que VPA possui
metabdlitos tdéxicos que podem elevar os marcadores de estresse oxidativo e
consequente hepatotoxidade [Algarni et al., 2022]. Por exemplo, VPA na dose de 200
mg/kg/dia administrado via intraperitoneal durante 4 semanas teve efeito hepatotéxico
caraterizado pelo aumento das atividades da AST e ALT, porém, os mecanismos
celulares envolvidos neste efeito ndo foram elucidados [Ahangar et al., 2017].

Os tratamentos crénicos com VPA também ndo alteraram a massa
corporea final, além da ingestdo de racdo e 4gua. Resultados semelhantes foram
obtidos apds tratamento crénico via gavagem intragastrica 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 contrario no tratamento com o
VPA em animais Sprague-Dawley na dosagem de 300 mg/kg via gavagem
intragastrica, durante 10 semanas, evidenciando a reducdo do ganho de massa
corporea [Khan et al., 2016].

O tamanho, massa e indice das glandulas salivares demonstram correlacéo
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com disfuncfes das glandulas salivares associadas com reducéo 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 situacdes de
desequilibrio dietéticos [Lasisi et al., 2015; Zalewska et al., 2019]. Em nosso trabalho,
ambas as doses de VPA nao afetaram a massa e o indice das glandulas salivares.
Esses resultados devem ser considerados com reserva, tdo logo as disfuncdes das
glandulas salivares néo se restringem as altera¢des no fluxo salivar, como também a
modificacdes na composicao e funcdo da saliva. Por isso, torna-se relevante a analise
do contetdo de proteina total e atividade da amilase discutidos nos proximos tépicos.

Em nosso estudo, a auséncia de efeitos colaterais do VPA sobre a
glandulas salivares é reforcado pelo fato dos parametros fluxo, pH e capacidade
tamponante salivar permanecerem semelhantes entre 0s grupos, o que sugere que 0
VPA nédo apresenta efeitos anticolinérgicos.

A producéo salivar € mediada pelos reflexos neurais do sistema nervoso
autbnomo sobre as glandulas salivares e difere em relagdo ao volume e composicéo
dependendo dos diferentes tipos de estimulos [Pedersen et al., 2018]. A sinalizacao
simpatica € modulada pela norepinefrina atuando aos receptores adrenérgicos al e
B1 nas glandulas salivares, enquanto a sinalizacdo parassimpatica gira entorno da
acetilcolina ligada aos receptores colinérgicos muscarinicos (mAchR — principalmente
M1 e M3) para estimular a secrecao salivar [Proctor & Carpenter, 2007; Proctor e
Carpenter, 2014]. Estudo conduzido com humanos também nao detectou diferencas
nos valores de fluxo salivar e pH entre pacientes saudaveis e pacientes epiléticos que
faziam uso dos anticonvulsivantes carbamazepina, &cido valpréico ou fenitoina
[Henskens et al., 1996]. Apesar do estudo tenha tomado o cuidado em contar com
uma populacao utilizando o mesmo esquema terapéutico para cada medicamento, 0s
resultados devem ser considerados com reservas em fungdo da ampla faixa etéria,
desequilibrio na distribuicdo entre os sexos e em funcdo do numero baixo de
voluntarios em cada grupo. Por outro lado, criangas e adolescentes epiléticos, tratados
com fenitoina apresentaram reducéo do fluxo e capacidade tamponante salivar em
relacdo a individuos tratados com carbamazepina durante mesmo periodo [Lundstrom
et al., 1982]. Apesar dos resultados importantes, esse trabalho falha em ndo comparar
os resultados de cada anticonvulsivante com o grupo controle constituido por criangas

recém-diagnosticada com epilepsia e que néo receberam nenhum tipo de medicacéao.
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Em nossa pesquisa, mesmo nao apresentando alteracdes da concentracao
de proteina total dos grupos tratados comparados ao grupo controle, foi observado
certa alteracdo na composicédo salivar comprovada pelo aumento da atividade da
amilase salivar em ambos o0s protocolos experimentais VPA100 e VPA400. A
secrecdo de proteinas é modulada pela via ciclica de sinalizacdo adenosina
monofosfato/proteina quinase A (CAMP/PKA), decorrente da interagéo dos receptores
B1 adrenérgicos com o0s neurotransmissores norepinefrina e peptideo intestinal
vasoativo [Straub et al., 2002], sugerindo, em nosso estudo, que o VPA nao foi capaz
de modular a secrecao de proteinas como agonista do sistema adrenérgico. Por outro
lado, a atividade da a-amilase salivar sintetizada nas células acinares das glandulas
salivares e regulada principalmente pelo sistema nervoso autbnomo simpético
[Proctor & Carpenter, 2007], mostrou-se influenciada pelo tratamento crénico com o
VPA. Em ensaios clinicos 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 ndo-especifica, isto
€, derivado provavelmente das glandulas 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 secrecao de amilase na saliva induzida
por pilocarpina, todavia, os mecanismos desta disfuncao nas glandulas salivares nao
estdo claros.

Em nossos achados, o grupo VPA400 apresentou reducdo nas
concentracfes de célcio e fosfato e os demais eletrolitos sédio, potassio e cloreto
mantiveram-se semelhantes ao grupo controle em ambos o0s protocolos
experimentais. A saliva primaria isosmotica pobre em potassio € formada nas
extremidades secretoras ou acinos das glandulas e através da acao for¢ca motriz do
cotransportador de sédio, potassio e cloreto ocorre a saida do cloreto da célula acinar
criando um potencial transepitelial para transporte de sédio, que por sua vez,
juntamente com o cloreto arrastam a agua para o lumen via trans e paracelular
equilibrando a diferenca osmotica [Almassy et al., 2018]. A secrec¢ao do fluido salivar

€ mediada por um aumento de calcio intracelular nas células acinares em resposta a
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liberacdo de calcio, mediada por inositol 1,4,5 trifosfato (IPs), estocado no reticulo
endoplasmatico via receptor de inositol trifosfato [Ambudkar, 2016]. A literatura
demonstra que variaveis sistémicas podem interferir na concentragdo de eletrdélitos
salivares, como por exemplo, em ratos castrados observa-se 0 aumento da
concentracao salivar dos ions fosfato, calcio e cloreto [Cypriano et al., 2021], enquanto
o envelhecimento fisiol6gico de ratos foi associado com o aumento da secrecao de
sodio, potassio e bicarbonato [Lasisi et al., 2014]. Ainda ndo estdo totalmente
elucidados os possiveis efeitos do VPA sobre o equilibrio eletrolitico corporeo.
Todavia, ratas de 4-5 meses de idade tratadas por seis semanas com VPA a 500
mg/kg via intraperitoneal apresentaram aumento da secrecdo urinaria de calcio,
enquanto o fosfato foi menor em relacdo ao grupo controle [Herguner et al., 2006].
Em contrapartida revisdo sistematica de pacientes que utilizam o VPA a mais de dois
anos, analisou-se 0s nhiveis séricos e ndo demonstraram associacdo entre 0
tratamento e desvios de calcio, potassio e sodio [Meijboom et al., 2017]. Embora
lesBes renais graves sejam associadas com o aumento das espécies reativas de
oxigénio induzida pela toxicidade renal do VPA [Gezginci-Oktayoglu et al., 2016],
ainda nao esté claro se 0 mesmo pode ocorrer nas glandulas salivares. A reducao de
calcio e fosfato na secrecdo dos eletrélitos pelas glandulas salivares em nossos
resultados pode estar associada a acdo metabdlica do farmaco anticonvulsivante a
nivel neuronal periférico, de acordo com seu mecanismo de acdo e receptores
presentes nas glandulas salivares como descrito a seguir.

As enzimas biossintéticas do sistema GABAérgico estdo amplamente
distribuidos ao redor das células acinares nas glandulas salivares de ratos e
intimamente relacionado ao sistema nervoso autbnomo [Sawaki et al., 1995; Kosugue
et al., 2009], mediando respostas inibitérias na secrecéo salivar [Kosuge et al., 2009].
Apos 2 dias de tratamento subcrdnico de pacientes com VPA na dosagem de 300 mg
e 600 mg via oral, observou-se cerca de 30% do aumento serico do GABA
comparados a pacientes controle [Owens & Nemeroff, 2003]. Além disso, efeitos
glutamatérgicos foram descritos na expressdo génica do RNAm para subunidades
NR1, NR2A-D, e NR3A e NR3B do receptor NMDA nas glandulas parétidas,
submandibulares e sublinguais de ratos Wistar de 7-8 semanas de idade [Yoshikawa
et al., 2022]. O VPA, por sua vez, reduz a liberacdo de moléculas excitatérias como o

acido B-hidroxibutirico, e reduz a excitagdo neuronal devido a ativagéo de receptores
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NMDA de glutamato [Gean et al., 1994]. Apesar dessa evidéncia, o modelo
experimental ndo inibiu a secre¢ao salivar induzida pela pilocarpina. Esse resultado
pode ser influenciado pela dose, frequéncia e tempo de tratamento com VPA. Por isso,
para confirmarmos nossos resultados sugerimos para proximos experimentos
aumentarmos a dose e o tempo de tratamento com o VPA.

Ap0s avaliacdo do estado redox pelos marcadores de estresse oxidativo
presentes na saliva, observamos um aumento do dano oxidativo lipidico salivar,
demonstrando maiores niveis de TBARs nos animais VPA100 em relacdo ao grupo
VPA400 e controle. Entretanto, os valores de proteina carbonilada mantiveram-se
semelhantes entre os grupos tratados e o grupo controle, evidenciando que nao houve
dano proteico na composicao salivar apds o tratamento com VPA. Embora estudo com
criancas epiléticas tenha demonstrado a capacidade do VPA e levetiracetam em
aumentar a peroxidacédo lipidica no plasma pelo método TBARs [Haznedar et al.,
2019], ainda n&o esté elucidado os efeitos destes farmacos no estado redox salivar.
Sendo assim, a hip6tese do estresse oxidativo ocasionado pelo VPA sustenta-se
apresentando ocorréncias 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 testiculos e epididimo de
ratos machos Wistar tratados com VPA na dosagem de 250, 500 e 1000 mg/kg, via
gavagem intragastrica por 28 dias, foi mensurado e comprovado o aumento da
proteina carbonilada [Naderi et al., 2021]. Tais achados em conjunto nos indicam os
efeitos comprometedores do VPA no balanco redox e seu comportamento em
diferentes tecidos. Apesar desses importantes resultados, um estudo realizado em
cultura de células neuronais primaria isoladas de ratos Sprague-Dawley tratadas com
concentracfes relevantes de VPA durante 7 dias, demonstraram os efeitos
neuroprotetores do VPA na atenuacao da peroxidagéo lipidica e oxidag&o de proteinas
em células corticais cerebrais [Wang et al, 2003]. Ressalta-se que as discrepancias
entre nossos resultados e as demonstracdes do estudo supracitado podem estar
relacionadas as diversas variaveis: a) diferencas entre a agdo neuroprotetora do VPA
sobre o tecido cerebral e sua sugestiva acéo sobre as glandulas salivares através do
sistema neuronal periférico; b) acdo neuroprotetora central do VPA devido a maior
suscetibilidade do tecido cerebral ao estresse oxidativo; ¢) Duracdo do tratamento com

o VPA e as distintas metodologias empregadas para a administragdo 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 ndo 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
interferéncia por diversos fatores cotidianos [Kamodyova et al., 2013]. O aumento da
capacidade antioxidante salivar por sua vez, também € descrito desde modelos de
carie dentaria em criancas entre 7-14 até decorrente tratamento suplementativo por
vitamina C [Preethi et al., 2010; Kamodyova et al., 2013]. Todavia, é descrito na
literatura os importantes efeitos antioxidantes do VPA em animais na atenuag¢ao dos
danos causados pela hemorragia e isquemia nos tecidos do cérebro, no pulméo e
figado [Sher et al., 2015]. Em contrapartida, a capacidade antioxidante total analisada
a partir da glutationa (GSH ) no figado de ratos Wistar normoglicémicos 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 niveis aumentados no
grupo VA300 [Akindele et al., 2015]. Considerando que de fato, alguns 6rgaos e
tecidos possam aumentar a atividade das enzimas antioxidantes para proteger contra
0 estresse oxidativo [Ji & Yeo., 2021], tal aumento na capacidade antioxidante total
em nossos achados coincide com a proposta de uma resposta celular compensatoria
a intensificacdo de espécies reativas de oxigénio e geracao de estresse oxidativo [Dos
Santos et al., 2022].

6. CONCLUSAO

Conclui-se que o tratamento cronico com VPA altera a composicdo e
provoca desequilibrio no estado redox salivar de ratos. Para tanto, os profissionais da
area da saude bucal devem se atentar aos pacientes que fazem uso deste
medicamento, uma vez que a reducdo da secrecao de calcio e fosfato pode afetar o
produto de atividade ibnica da hidroxiapatita na saliva e biofilme predispondo a carie,
além do fato de que alteracbes do estado redox na saliva podem aumentar a

propensédo a doencas periodontais.
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