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RESUMO

SAMPAIO, L. V. Efeitos da dose supra fisioldgica de cipionato de testosterona na
composicdo bioquimica da saliva, funcdo e estado redox das glandulas parotida e
submandibular de ratos Wistar. 2024. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2024.

O uso abusivo de esteroides anabolizantes androgénicos tornou-se um serio problema de satde
em todo 0 mundo, mas seus efeitos na saude bucal ainda sdo pouco compreendidos. Portanto,
0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da dose supra fisioldgica de cipionato de
testosterona (CT) nos parametros bioquimicos salivares, histomorfometria, imuno-
histoquimica e estado redox das glandulas parétida e submandibular. Vinte ratos Wistar, de 12
semanas de idade, foram divididos em dois grupos (n=10/grupo): grupo controle e grupo CT,
que recebeu uma dose de 20 mg/kg (Deposteron®, EMS Sigma Pharma LTDA, Brasil), uma
vez por semana, durante 6 semanas. Apds o tratamento, a saliva e as glandulas foram coletadas.
A administracdo de CT aumentou as concentracGes de testosterona plasmatica e salivar. Embora
o CT ndo tenha alterado o fluxo salivar, o0 pH e a capacidade tamponante, o tratamento
aumentou a secrecdo salivar de proteina total e reduziu amilase, calcio, fosfato e potassio. O
CT reduziu a area do tecido conjuntivo na glandula parétida e a &rea acinar da glandula
submandibular, a0 mesmo tempo que aumentou a area dos tdbulos convolutos granulares na
glandula submandibular. O antigeno nuclear de células em proliferacdo foi maior nas células
acinares das glandulas submandibulares do grupo CT. Além disso, o CT aumentou as
concentracfes de capacidade oxidante total e do dano aos lipideos em ambas as glandulas
salivares, enquanto a atividade antioxidante total e o &cido urico foram menores na glandula
submandibular, e a glutationa reduzida foi maior em ambas as glandulas. As atividades de
superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase foram maiores na glandula parétida,
enguanto apenas a atividade da glutationa peroxidase foi menor na glandula submandibular do
grupo CT. Em conclusédo, o abuso de CT pode ser um fator potencial para a disfuncéo das
glandulas parétida e submandibular, tornando-se um fator de risco para a saude bucal e

sistémica dos usuarios.

Palavras-chave: congéneres da testosterona; glandulas salivares; saliva; cipionato de

testosterona; estresse oxidativo.



ABSTRACT

SAMPAIO, L. V. Effects of supraphysiological doses of testosterone cypionate on the
biochemical composition of saliva, function, and redox state of the parotid and
submandibular glands of Wistar rats. 2024. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2024.

The abusive use of anabolic androgenic steroids has become a serious health problem
worldwide, but its effects on oral health are still poorly understood. Therefore, the objective of
this study was to evaluate the effects of a supraphysiological dose of testosterone cypionate
(TC) on salivary biochemical, histomorphology, immunohistochemistry, and redox state
parameters of parotid and submandibular glands. Twenty male Wistar rats, 12 weeks old, were
divided into two groups (n=10/group): a control group and TC group, which received a dose of
20 mg/kg, once a week, for 6 weeks. Post treatment, the saliva and glands were collected. A
supraphysiological dose of TC increased plasma and salivary testosterone concentrations.
Although TC did not alter salivary flow, pH, and buffering capacity, the treatment increased
the salivary secretion of total protein and reduced amylase, calcium, phosphate, and potassium.
TC reduced the connective tissue area in the parotid gland and acinar area of the submandibular
gland, while increasing the granular convoluted tubule area in the submandibular gland.
Proliferating cell nuclear antigen was higher in the acinar cells of the submandibular glands
from the TC group. Moreover, TC increased concentrations of total oxidant capacity and
damaged lipids in both salivary glands, while total antioxidant activity and uric acid were lower
in the submandibular gland, and reduced glutathione was higher in both glands. Superoxide
dismutase, catalase, and glutathione peroxidase activities were higher in the parotid gland,
while only glutathione peroxidase activity was lower in the submandibular gland of the TC
group. In conclusion, TC abuse may be a potential factor for dysfunction of the parotid and

submandibular glands, becoming a risk factor for the oral and systemic health of users.

Keywords: salivary glands; saliva; testosterone cypionate; oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

Os horménios esteroides sdo substancias produzidas em sua maioria pelo cortex das
glandulas suprarrenais e pelas gdnadas (testiculo) no qual podem ser definidos como horménios
esteroides androgénicos ou anabolizantes. A funcdo androgénica desse grupo se relaciona com
o0 potencial do horménio desenvolver o aparelho reprodutor masculino e conferir caracteristicas
secundarias, como producdo e maturacdo dos espermatozoides, crescimento durante a
puberdade, desenvolvimento de pelos e espessamento das cordas vocais, j& a funcédo
anabolizante remete a capacidade de estimular a fixacao de nitrogénio nos tecidos, promovendo
aumento da sintese proteica (Esposito et al., 2023; Karbasi et al., 2018; Niedfeldt, 2018;
Sadowska-Krepa et al., 2017). Os hormonios esteroides anabolizantes androgénicos (EAAS),
como sdo conhecidos, fazem parte de uma classe de substancias naturais ou sintéticas formados
a partir da testosterona ou de seus derivados, possuindo diversas finalidades terapéuticas, dentre
elas, a mais importante a reposicdo hormonal em homens com hipogonadismo (Joksimovi¢ et
al., 2017; Luther et al., 2024; Roman et al., 2018). Em casos de faléncia na producdo de
testosterona, a terapia de reposicdo é indicada, sendo os esteroides como decanoato de
testosterona, cipionato de testosterona e undecilato de testosterona os mais indicados no Brasil
(ANVISA, 2016).

Assim como toda medicacdo, os EAA também possuem efeitos colaterais,
especialmente quando o uso é abusivo, ndo terapéutico e sem a orientacdo de um profissional,
com a finalidade de aumentar desempenho esportivo, muitos atletas, fisiculturistas e usuarios
de academias, utilizam essas drogas inconscientes dos seus efeitos deletérios, que provocam a
curto prazo, em homens atrofia testicular, acne, retencéo hidrica, estrias, perda de cabelo e
agressividade, e nas mulheres hipertrofia do clitoris, alteracbes menstruais e surgimento de
pelos (Abrahin; Souza; Santos, 2014; Karbasi et al., 2018). A longo prazo hipertrofia cardiaca
(Wadthaisong et al, 2019), dano hepatico (Sadowska-Krepa et al., 2017) e bucais sdo descritas
(Torres-Bugarin et al., 2007).

Os paises do Oriente Médio tém a maior prevaléncia mundial no uso de EAA, com
21,7%, seguidos por América do Sul com 4,8%, Europa com 3,8% e América do Norte com
3%, sendo os usuarios de academia e atletas a principal populacdo usuéaria dessas substancias
(Sagoe et al., 2014). No Brasil dados mostram que o uso varia entre 4,76% (Freitas et al., 2019),
11,1% (Silva et al., 2007), 19% (Silva; Moreau, 2003), 20,6% (Nogueira et al., 2014), 31,6%
(Abrahin et al., 2013), 46% (Oliveira; Cavalcante Neto, 2018) até 46,3% (Neves et al., 2021)
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de acordo com as caracteristicas das amostras (professores de educacéo fisica, atletas amadores,
praticantes de musculacdo, etc) e a regido do pais. A prevaléncia é maior entre homens (Freitas
et al., 2019; Neves et al., 2021; Nogueira et al., 2014; Silva et al., 2007). Todavia o uso de
EAA pode ser ainda maior, pois 0s usuarios demonstram resisténcia na participacdo das
pesquisas, uma vez que muitos adquirem os EAAs de forma ilicita e sem a prescricdo médica
(Abrahin et al., 2013). Por sua a vez, a falta de acompanhamento médico e de exames prévios,
representa um grande risco para o surgimento de efeitos adversos mais severos nos USUArios
(Neves et al., 2021). O cipionato de testosterona € citado como uma das opcdes de esteroides
anabdlicos androgénicos na maioria dos estudos (Iriart; Chaves; Orleans, 2009; Silva; Moreau,
2003; Silva et al., 2007).

A testosterona é um hormoénio que aumenta a taxa metabdlica celular, promovendo
maior consumo de oxigénio pelos tecidos e esse gasto energético pode acarretar maior produgdo
de espécies reativas de oxigénio (EROs), levando ao dano oxidativo, assim como demonstrado
na figura 1 (Chainy; Sahoo, 2020; Puttabyatappa et al., 2013). Devido essa capacidade em
promover dano oxidativo, muitos estudos tém sido realizados para avaliar qual o impacto que
0 consumo de altas doses de EAA podem ocasionar nos tecidos. Por exemplo, a
hepatotoxicidade induzida por altas doses de enantato de testosterona em ratos foi também
acompanhada pelo aumento do dano oxidativo aos lipideos (TBARS) (Sadowska-Krepa et al.,
2017). Em hipocampo de ratos, a administracdo de enantato de testosterona aumentou o indice
de peroxidacdo lipidica (TBARS) e reduziu a atividade da superéxido dismutase (SOD)
(Joksimovi¢ et al., 2017). Por sua vez, 0 uso de cipionato de testosterona combinado com dieta
rica em gordura também demonstrou reducdo de catalase (CAT), SOD e glutationa S-
transferase (GST) em tecido hepético de camundongos (Santos et al., 2018). No tecido cardiaco
a administracdo, dose dependente, de testosterona sintética também demonstrou elevacao nos
niveis de dano aos lipideos (TBARS) e das enzimas SOD e glutationa peroxidase (GPx), o que

demonstra o efeito cardiotoxico do EAA em ratos (Emer et al., 2016).
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Figura 1 - Horménios na geracgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
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Fonte: Elaborada pela autora, adaptado de Chainy e Sahoo (2020)
Os hormonios possuem a capacidade de aumentar a taxa do metabolismo basal, levando a disfungéo
mitocondrial, 0 que gera maior espécies reativas de oxigénio e consequentemente o estresse oxidativo.

A cavidade bucal é uma das principais portas de entrada a patégenos no corpo humano,
necessitando dessa forma de um mecanismo de defesa eficiente para evitar possiveis infeccoes,
sendo de grande importancia uma satde bucal de qualidade (Campos et al., 2005; Cypriano et
al., 2021; Mahajan et al., 2022). E revestida por uma membrana mucosa e constantemente
umedecida pela saliva, que é produzida por acinos encontrados nas glandulas salivares e
secretada por um sistema de ductos, como os ductos intercalados, estriados, excretores e
excretores principais, que sdo fortemente influenciados pelo sistema nervoso simpatico e

parassimpatico (Amano et al., 2012).

A saliva é uma mistura de agua, proteinas e eletrélitos como Sédio (Na*), Potassio (K*),
Célcio (Ca?"), Magnésio (Mg?"), Cloreto (CI"), Fosfato de hidrogénio (HPO4%") e Bicarbonato
(HCO3"), possuindo um potente mecanismo de defesa. Cerca de 90% de toda producdo €
realizada pelas glandulas maiores sublingual (SL), submandibular (SM) e parétida (PA) e os
outros 10% por glandulas menores dispersas pela cavidade bucal (Bhattarai; Kim; Chae, 2018;
Pedersen et al., 2018). Além de ser responsavel pela hidratagéo, lubrificacdo, digestdo e
formacéo do bolo alimentar, possui componentes que atuam na imunidade inata e adaptativa,
como as imunoglobulinas e enzimas responsaveis pela protecdo. Doengas como a Sindrome de
Sjogren, artrite reumatoide, calculos e tumores glandulares, infeccdes, envelhecimento,
radioterapia e 0 uso de algumas medicagcdes podem levar a disfuncdo de secrecdo salivar,

ocasionando xerostomia (Burlage et al., 2001; Fox, 1998; Guggenheimer; Moore, 2003),
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proporcionando assim um desequilibrio do sistema de defesa bucal, deixando desse modo a
cavidade bucal mais suscetivel ao supercrescimento bacteriano, propiciando o surgimento de
caries e doenca periodontal, por exemplo (Featherstone, 2000; Mahajan et al., 2022). Apesar
disso, até o momento ndo foi descrito sobre as condi¢des de saude bucal de usuarios de EAA,
portanto, se faz de extrema relevancia a condugéo de pesquisas afim de se avaliar a existéncia

de efeitos deletérios na satde bucal, como também na funcéo das glandulas salivares.

O tecido das glandulas salivares é muito similar entre roedores e humanos, possuindo
em ambos a capacidade de secretar fatores de crescimento e androgénios, promovendo a captura
e secrecdo desses andrégenos na cavidade bucal, apresentando dessa forma dimorfismo sexual,
em especial pela acdo da testosterona (Amano et al., 2012). Em ratos esse dimorfismo se da nos
tubulos convolutos granulares (TCGs) e nos humanos no ducto estriado (Proctor, 2016), e por
essa razdo, a glandula se torna dependente do hormonio. Estudos experimentais com ratos
orquiectomizados mostram a ocorréncia de alteracbes morfolégicas como uma reducdo dos
acinos, ductos, expressdo dos receptores de androgénio, além de promover aumento do tecido
conjuntivo das glandulas parétidas (Jezek; Banek; Banek, 1996; Li et al., 2005), enquanto nas
glandulas submandibulares de roedores, a orquiectomia causa extensa involucao das células dos
TCGs devido a conversdo do fendtipo em células do ducto estriado (Adthapanyawanich et al.,
2015). Em contrapartida, o tratamento com implantes subcutaneos de testosterona em ratos
eugonadais mostraram que a exposicao a niveis supra fisiologicos de testosterona pode resultar
em aumento do peso e da area dos tubulos convolutos granulares nas glandulas

submandibulares (Valente-Santos et al., 2023).

O sistema de defesa das glandulas salivares, pode ser divididos em dois complexos, 0
enzimatico que inclui enzimas antioxidantes como a SOD, CAT, GPx e tiorredoxina redutase,
que atuam especialmente em mecanismos de neutralizacdo dos radicais livres para entdo
combater o estresse oxidativo como demonstrado na figura 2; além do complexo ndo
enzimatico, composto pelas vitaminas A, C, carotenoides, glutationa reduzida (GSH), acido
arico (AU) e albumina, sendo que a ocorréncia de um desequilibrio nesses complexos é possivel
observar disfuncdes (Lasisi et al., 2021). Envelhecimento, distirbios endocrinos, doencas
autoimunes e alteracGes iatrogénicas devido ao uso de medicamentos e radioterapia podem
causar ou contribuir para a disfuncdo das glandulas salivares. Modelos animais mostraram que
disturbios nos sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos tém sido implicados como
mecanismos que levam a disfungéo da glandula salivar. Estudos feitos com ratos diabéticos

induzidos por estreptozotocina mostraram que o disturbio do estado redox é caracterizado por
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aumento do dano oxidativo aos lipideos e maior atividade da SOD, CAT e GPx (lbuki; Simdes;
Nogueira, 2010; Nogueira et al., 2005). O desequilibrio do estado redox nas glandulas pardtidas
em ratos que desenvolveram resisténcia a insulina induzida por uma dieta rica em gordura foi
associado com uma reducéo na atividade da peroxidase e um aumento na SOD, CAT e AU
(Zalewska et al., 2014). A reducdo na secregdo salivar e na atividade da amilase salivar em
camundongos apods a radiagdo foi associada a um aumento no dano oxidativo aos lipideos e
menor atividade da SOD nas glandulas submandibulares (Xu et al., 2013). Por sua vez, o
tratamento cronico com etanol aumentou o dano lipidico, SOD e CAT na glandula parotida de
ratos (Campos et al., 2005). Por outro lado, 0 mecanismo de toxicidade do metronidazol nas
glandulas salivares indica atenuacdo da barreira protetora antioxidante devido a diminuicdo da
CAT, SOD, GPx e capacidade antioxidante total (Onopiuk et al., 2018). Porém até 0 momento,
pouco se sabe sobre os efeitos com o uso de altas dosagens de cipionato de testosterona no

estado redox das glandulas salivares.

Figura 2 - Sistema de defesa antioxidante enzimatico
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Fonte: Elaborada pela autora, adaptado de Chainy e Sahoo (2020)
Sistema de defesa antioxidante enzimatico.

Portanto, o objetivo do estudo atual foi avaliar de forma abrangente os efeitos de dose
supra fisiolégica de cipionato de testosterona (CT), um derivado sintético de testosterona na
forma de um éster de 17 (beta)-ciclopentilpropionato solivel em o0leo, sobre parametros
bioquimicos salivares, histomorfométricos, imuno-histoquimicos e do estado redox das

glandulas parétida e submandibular de ratos Wistar. Compreender esses efeitos € crucial para
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elucidar os danos potenciais que a administracdo excessiva de CT, uma formulagéo
representativa de EAA, pode causar ao sistema glandular oral e, consequentemente, a salde
oral e sistémica dos organismos afetados. A hipotese é que a dose supra fisiologica de CT

promove disfuncédo nas glandulas parétida e submandibular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito do tratamento com dose supra fisiolégica de cipionato de testosterona
na composicdo bioquimica da saliva, na histomorfometria, imuno-histoquimica e estado redox

das glandulas parétida e submandibular de ratos Wistar.

2.2 Objetivos Especificos

Para responder a hipdtese e efetivar nosso objetivo geral, foram propostas as seguintes

estratégias:

e Auvaliar o efeito da administracio com dose supra fisiologica de cipionato de
testosterona na massa corporea, ingestdo de comida e agua, coeficiente de eficiéncia
alimentar, peso corporal, peso absoluto e relativo glandular e concentracdo de proteina

total no homogenato das glandulas parotida e submandibular;

e Auvaliar dano hepético pela dosagem sérica de aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT);

e Avaliar as concentracOes de testosterona plasmatica total e testosterona livre salivar;

e Avaliar o fluxo salivar, capacidade tamponante, pH, atividade da amilase, além das
concentracdes de proteina total, calcio, fésforo, potassio, cloreto e sédio na saliva, por

meio da induc¢do da salivacdo com pilocarpina nos animais sob anestesia geral;

e Avaliar os aspectos histomorfométricos das glandulas parétida e submandibular por

meio da coloragdo com hematoxilina & eosina (H&E);

e Auvaliar o marcador de proliferacdo celular (PCNA) por meio da analise de imuno-

histoquimica;

e Avaliar o dano oxidativo quantificando a capacidade oxidante total, as espécies reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS) e a proteina carbonilada no homogenato das glandulas
parétida e submandibular;
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e Auvaliar a defesa antioxidante ndo enzimatica por meio das dosagens da capacidade
antioxidante total ndo-enzimatica, acido urico e GSH no homogenato das glandulas

parotida e submandibular;

e Avaliar a defesa antioxidante enzimatica por meio da analise da atividade enzimatica

das enzimas SOD, CAT e GPx no homogenato das glandulas pardétida e submandibular.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 20 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), pesando entre 300 e 400
gramas, 3 meses de idade, provenientes do biotério local. Os animais foram mantidos em caixas
(2 por caixa) em ambiente com temperatura de 22 + 2 °C, ciclo de claro/escuro de 12 horas e
umidade relativa do ar entre 55 + 5%. Agua e ra¢do comercial padrao (Neovia Nutri¢do e Salde
Animal LTDA, Paulinia, SP, Brasil) foram disponibilizadas ad libitum, durante todo o periodo
de tratamento e durante a adaptacao ao Biotério do Departamento de Ciéncias Bésicas — Prédio
31 (7 dias). O protocolo experimental foi aprovado pelo CEUA-UNESP (Protocolo de
aprovacéao n°0373-2022).

3.2 Tratamento com alta dose de cipionato de testosterona

Apds o periodo de aclimatacdo, os animais foram estratificados pela massa corporea e,
em seguida, distribuidos aleatoriamente em dois grupos da seguinte forma (n = 10 ratos/grupo):
grupo controle e grupo cipionato de testosterona (CT). O grupo CT recebeu 20 mg/kg de
Deposteron® (EMS Sigma Pharma LTDA, Brasil) por meio de injecBes intramusculares no
musculo da porcéo posterior das patas traseiras (musculo quadriceps), semanalmente, durante
6 semanas, conforme mostrado na figura 3. Para o calculo da dose foi utilizado a férmula para
dose translacional baseada na superficie de area corpdrea (mg/m?) (Reagan-Shaw; Nihal;
Ahmad, 2008) a partir da dose de cipionato de testosterona usada ilegalmente em atletas (Bi et
al., 2018).

Além disso, o protocolo terapéutico demonstrou efeitos associados com o aumento do
dano oxidativo no hipocampo (Joksimovi¢ et al., 2017), além de altera¢cbes comportamentais
em ratos (Selakovic et al., 2016, 2019). O local da injecéo foi alterado de forma intermitente
para minimizar o desconforto. O grupo controle recebeu doses de solucéo salina, a fim de

promover a mesma situacéo de estresse do grupo CT.

O tamanho da amostra  foi  determinado usando o  OpenEpi

(http://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm), com base na concentragdo de proteina total

salivar obtida a partir de um estudo piloto. De acordo com o calculo de poder estatistico, cinco

animais em cada grupo eram suficientes para detectar uma diferenca estatisticamente
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significativa de 0,2 g/L na quantidade total de proteina salivar entre os grupos controle e CT,
com um poder de 80% e um nivel de significancia de 5%. Para compensar possiveis mortes de
animais durante a anestesia e a coleta de saliva, cinco animais adicionais foram incluidos em

cada grupo, resultando em um total de 10 ratos por grupo e uma amostra final de 20 animais.

Figura 3 - Delineamento experimental esquematico
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
Os animais foram submetidos a um periodo de ambientacdo no biotério local do departamento de
ciéncias basicas. Na 12° semana de vida dos animais, foi iniciado o tratamento semanal, o grupo controle
recebeu solucdo salina e o grupo CT cipionato de testosterona 20 mg/kg 1M, durante 6 semanas. Uma
semana apés o término do tratamento, os animais foram anestesiados, eutanasiados e todo material
biolégico coletado para as analises.
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3.3 Controle do peso corporal, consumo de agua e ingestdo de comida

Os animais foram pesados semanalmente para o ajuste da dose de CT. O consumo de
racao e agua foi monitorado duas vezes por semana no mesmo horario do dia, até que os animais
fossem eutanasiados. A quantidade de racdo consumida foi expressa como o consumo total
médio por animal por semana e o0 consumo de agua foi expresso como o consumo total médio
por caixa por semana. A eficiéncia alimentar foi avaliada através do Coeficiente de Eficiéncia
Alimentar (CEA = Peso Final - Peso Inicial / quantidade total de alimento ingerida em gramas),
que representa a relacdo entre o ganho de peso e a quantidade de alimento ingerida (Diniz et
al., 2005).



23

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

Uma semana apds o Ultimo tratamento, os animais foram pesados e anestesiados com
cetamina (50 mg/kg, i.m. - Fort Dodge, Salde Animal Ltda.) e xilazina (5 mg/kg, i.m. -
Coopers, Brasil, Ltda.). Apos a anestesia, 10 mg/kg de nitrato de pilocarpina (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) foram injetados por via intraperitoneal para induzir a secrecéo salivar. A
coleta da saliva foi realizada no periodo da manha (09 e 11 horas) para minimizar os efeitos do
ritmo circadiano. Racéo e agua foram disponibilizadas ad libitum até o momento da anestesia.
Os ratos foram posicionados em um angulo de 45°, de modo que suas cabecas ficassem abaixo
de seus corpos, e a saliva foi coletada em béquer de vidro pré-pesados mantidos no gelo. A
saliva foi coletada por 10 minutos a partir da primeira gota de saliva (Cypriano et al., 2021),
como mostrado na figura 4. A taxa de fluxo salivar foi calculada subtraindo-se a medida do
peso pré-coleta da medida do peso pds-coleta do béquer, dividido pelo tempo de coleta. O
volume foi determinado considerando a densidade como 1 mg/mL (Oliveira et al., 2023). A
taxa de fluxo salivar foi expressa como mililitros de saliva por minuto por quilograma de peso
corporal. Para prevenir os efeitos dos ciclos de congelamento-descongelamento nas analises
bioquimicas, imediatamente ap0s a coleta, a saliva foi separada em aliquotas, cada uma
designada para uma analise bioquimica especifica, e armazenada a -80 °C até o processamento.
Os volumes das aliquotas de saliva foram suficientes para analise em triplicada dos parametros
bioquimicos por amostra. Excepcionalmente, a taxa de fluxo salivar, pH e capacidade
tamponante salivar foram analisados imediatamente ap6s a coleta da saliva. O pH salivar foi
medido usando um eletrodo especifico (Analyzer, Sdo Paulo, SP, Brasil) conectado a um
pHmetro (Thermo Fisher, Orion 720A, MA, EUA), previamente calibrado. A capacidade
tamponante foi calculada pelo método de titulacdo, de acordo com o volume de &cido latico
(0,1 mol/L) usado para reduzir o pH salivar para 4,0 e expressa em mL de &cido latico (Freitas
etal., 2023).
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Figura 4 - Coleta da saliva estimulada

A) Aplicacdo de pilocarpina intraperitoneal, B) Posicionamento do animal em prancha inclinada, C)
Animal posicionado com cavidade bucal voltada para béquer para coleta da saliva, e D) Analise do pH
salivar em pHmetro calibrado. Fonte: Imagens capturadas durante os experimentos no Laboratorio de
Bioquimica da Saliva - UNESP.

3.5 Coleta e armazenamento de amostras de tecido e sangue

Apos a coleta da saliva, os animais foram submetidos & eutanasia por dessangramento via
puncdo cardiaca, no periodo da manha (9h as 11h) para minimizar os efeitos do ritmo
circadiano. O sangue obtido foi centrifugado por 10 minutos a 4 °C usando uma centrifuga
Eppendorf R 5810 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e apds armazenado a -80 °C. Foi
realizado a exérese das glandulas salivares, que foram divididas em dois grupos, as glandulas
do lado direito foram armazenadas a -80°C para posterior analises bioquimicas e as glandulas
do lado esquerdo foram posicionadas em cassete e fixadas em solucéo de Bowin para realizagao
do processamento histologico e para anélise morfométrica. Na intencéo de avaliar a efetividade
do protocolo experimental, a prdstata e vesicula seminal foram coletadas e pesadas, como
mostrado na figura 5. O uso do indice da PA, SM, prostata + vesicula seminal foram usados

como indices de massa relativa (relagdo orgdo/peso corporal).
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Figura 5 - Eutanésia e coleta de tecidos

A) Puncéo cardiaca e dessangramento, B e C) Coleta de sangue em tubos falcon para centrinfugar, D)
Plasma sanguineo, E) Glandulas salivares coletadas, F) Limpeza das glandulas salivares, e G) Vesicula
seminal e préstata de animal do grupo CT. Fonte: Imagens capturadas durante os experimentos no
Laboratorio de Bioquimica da Saliva - UNESP.

3.6 Parametros bioquimicos

Todos 0s reagentes para 0s ensaios bioquimicos foram obtidos da Sigma-Aldrich,
Alemanha/EUA. A absorbancia foi medida usando um espectrofotometro UV-Vis (UV-1203,
Shimadzu, Japdo) e um leitor de microplacas (PowerWave 340, BioTek, EUA). Todas as
determinacGes foram realizadas em triplicata e padronizadas pelo contetdo de proteina total. A
normalizacdo pelo conteldo de proteina total permite a avaliacdo das diferencas nas proporcoes

de analitos bioquimicos presentes na saliva e nos homogenatos de tecido.

3.7 Analise da concentracdo de testosterona total plasmatica

Os niveis plasmaticos de testosterona total foram medidos usando imunoensaio

quimioluminescente de microparticulas com um analisador de imunologia Architect 11000
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(Abbott Laboratories, North Chicago, IL, EUA) de acordo com as informac6es do fabricante.
Os dados foram expressos em ng/dL.

3.8 Analise da funcéo hepatica

Para avaliar possiveis danos hepaticos foram analisados as atividades plasmaticas das
enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) utilizando Kits
comerciais (Bioclin, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil). Os valores foram expressos como
UI/L.

3.9 Andlises bioquimicas salivares

A concentracdo de proteina total foi determinada usando o método de Hartree-Lowry
(Hartree, 1972), com albumina de soro bovino como padrdo. A atividade da amilase foi
determinada pela reagéo de cor amido-iodo, conforme descrito anteriormente (Nagy et al.,
2001), usando um kit comercial (Labtest Diagnostica S.A, Lagoa Santa, MG, Brasil). A mistura
de reacdo, contendo o sobrenadante de uma amostra e 0,04% (p/v) de amido solvel como
substrato em tampdo fosfato 0,2 mol/L a pH 7,0, foi incubada por 7,5 minutos a 37 °C. A reacdo
foi interrompida com a adi¢do de uma solugdo contendo iodo/iodeto de potassio e HCI. As
amostras e as leituras em branco foram feitas a 660 nm. Uma unidade (U) de atividade foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 10 mg de amido em 30
minutos de reacdo sob as condicGes descritas no ensaio. As atividades da amilase foram
avaliadas e normalizadas pela quantidade total de proteinas. As concentracdes de sodio e
potassio na saliva foram avaliadas usando um analisador de eletrolitos seletivo por ions (modelo
9180, Roche Diagnostic, Mannheim, Alemanha). Kits colorimétricos comerciais foram usados
para quantificar calcio, fosforo e cloreto (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil), seguindo as
recomendacdes do fabricante para cada teste. Os valores dos eletrdlitos foram expressos em

mmol/L.
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3.9.1 Analise da testosterona salivar

As concentracdes de testosterona livre salivar foram medidas usando método
imunoenzimatico com um analisador Cobas Mira (Roche Diagnostica Brasil, Brasil), de acordo

com as informagdes do fabricante. Os dados foram expressos em pg/dL.

3.10 Analise histomorfométrica

As glandulas pardtida e submandibular foram obtidas de 10 animais por grupo e fixadas
em solucdo de Bouin por 24 horas. Para avaliar a morfologia das glandulas salivares, cortes de
cinco micrémetros foram feitos e corados com hematoxilina e eosina (H&E). Um histologista
certificado, calibrado e cego, sem conhecimento dos tratamentos, realizou as anélises
histomorfométricas. As imagens foram capturadas usando uma camera digital (Olympus,
XC50, Toquio, Japdo) acoplada a um microscopio de luz (Olympus, BX53, Téquio, Japao),
com uma ampliacdo original de 400x. Seis fotomicrografias foram obtidas a partir de duas
secdes histoldgicas de cada glandula. A area total das glandulas salivares foi medida (um3)
usando o software Image J (ImageJ, National Institutes of Health, EUA, versdo 1.50i) com a
ferramenta "freehand" para delimitar as areas ocupadas pelas estruturas parenquimatosas
(&cinos, ductos, tubulos convolutos granulares e tecido conjuntivo). A area do tecido conjuntivo
foi considerada a area total da imagem menos a area do parénquima. A area total da imagem
foi quantificada em 100%, e apds calcular a &rea média das 6 imagens, os valores resultantes
foram submetidos a um célculo proporcional para determinar a porcentagem de cada estrutura
analisada (Fiais et al., 2023; Santos et al., 2022).

3.11 Analise imuno-histoquimica de PCNA

As laminas das glandulas passaram por bloqueio de peroxidase e proteina antes de
serem submetidas a reacdes com anticorpos primarios especificos: PCNA 1:200 (PC-10, VP-
P980, Vector Laboratories, Newark, California, EUA) IgG monoclonal de camundongo. As
secOes foram entdo incubadas em uma camara Umida durante a noite, as amostras foram
incubadas com anticorpo monoclonal secundario, m-lgGk HRP (sc-516102, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas, EUA), a temperatura ambiente, e depois reveladas com
diaminobenzidina (DAB), e contra coradas com hematoxilina de Harris a 20%. Para a
quantificacdo, as imagens foram capturadas usando uma camera digital (Olympus, XC50,
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Téquio, Japdo) acoplada a um microscopio optico (Olympus, BX53, Toquio, Japdo) com uma
ampliacdo original de 400x. As células marcadas com PCNA foram contadas em dez campos
de cada glandula salivar por animal usando o software ImageJ (versao 1.50i), e a porcentagem
de células positivas (indice de marcacao) foi calculada dividindo as células reativas pelo total

de células acinares (reativas + nédo reativas) no campo (Veras et al., 2023).

3.12 Andlise bioquimica das glandulas salivares

3.12.1 Preparacéo dos homogenatos das glandulas salivares

As glandulas pardtida e submandibular foram homogeneizadas para obter
sobrenadantes, que foram separados em aliquotas e congelados a -80°C para 0s subsequentes
ensaios bioquimicos realizados em dias diferentes. Para isso, as glandulas foram descongeladas
no gelo e lavadas em solucdo salina gelada (0,9% NacCl, p/v). Os homogenatos de tecido foram
preparados usando o homogeneizador Rotor-stator TH (Omni International, Georgia, EUA) na
velocidade méxima por 30 segundos. Para as analises bioquimicas de proteina total, acido urico,
capacidade antioxidante total, SOD, CAT, GPx, proteina carbonilada, TBARS e capacidade
oxidante total, os homogenatos das glandulas foram preparados em 1/5 (p/v) em tampéo fosfato
de potassio 50 mmol/L (pH 7,4) contendo 0,2% (v/v) Triton X-100, 10 mmol/L
dietilenotriaminopentaacético (DTPA) e 2 mmol/L fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF). Os
homogenatos foram entdo centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C usando uma
centrifuga Eppendorf R 5810 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Os sobrenadantes usados
para a determinacdo da GSH foram preparados em 10% (p/v) &cido tricloroacético (TCA)
contendo 4 mmol/L etilenodiaminotetraacético (EDTA) e centrifugados a 4.000 rpm por 10
minutos a 4°C usando uma centrifuga Eppendorf R 5810 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).
Todos os resultados bioquimicos foram normalizados pela concentracdo total de proteinas, que
foi determinada usando o método de Hartree-Lowry, com albumina de soro bovino como
padréo (Hartree, 1972).

3.12.2 Andalises do dano oxidativo

A quantificacdo do dano as proteinas, foi determinado pela concentracdo de proteina
carbonilada, quantificada usando o método alcalino de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)

(Mesquita et al., 2014). O teor de carbonil foi calculado usando o coeficiente de extin¢gdo molar



29

(e450 = 22.308 M cm™). A peroxidagdo lipidica foi avaliada medindo a concentragdo de
substancias reativas ao cido tiobarbitirico (TBARS) (Buege; Aust, 1978). A quantidade de
aldeidos formados foi calculada usando o coeficiente de extingdo molar (€532 =1,56 x 10° M™!
cm™'). A capacidade oxidante total foi avaliada usando o método de Erel, baseado nos oxidantes
presentes na amostra, que oxidam o complexo ion ferroso-o-dianisidina para ion férrico. O ion
férrico produz um complexo colorido com o alaranjado de xileno em meio &cido. A intensidade
da cor foi medida espectrofotometricamente a 560/800 nm. O ensaio foi calibrado com peréxido
de hidrogénio (H202), e os resultados foram expressos em termos de micromoles de H2O2 por

grama de proteina (Erel, 2005).

3.12.3 Andlises da defesa antioxidante ndo enzimatica

A capacidade antioxidante total foi determinada usando o método de reducdo de ferro,
conforme descrito por Benzie e Strain (Benzie; Strain, 1996). A concentracdo de GSH foi
medida usando 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoato) (DTNB) seguindo o0 método espectrofotométrico,
descrito por Beutler, Duron e Kelly (1963). A quantidade de GSH foi determinada usando o
coeficiente de extingdo molar conhecido de GSH (1,36 x 10* M'cm™), e a concentragdo foi
expressa por grama de proteina total. A concentracdo de acido Urico foi medida usando um kit
comercial (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil), usando uricase no ensaio para converter acido
urico em alantoina e peroxido de hidrogénio (Trivedi et al., 1978).

3.12.4 Andlises da defesa antioxidante enzimatica

A atividade da SOD foi determinada espectrofotometricamente a 420 nm, medindo a
taxa de inibicdo da autoxidacdo do pirogalol em um tampao Tris-HCI de 50 mmol/L (pH 8,2)
contendo 1 mmol/L de acido dietilenotriaminopentaacético (DTPA). Uma unidade de SOD foi
definida como a quantidade de enzima necesséria para inibir a taxa de autoxidacao do pirogalol
em 50% (Marklund; Marklund, 1974). A atividade da CAT foi determinada a 240 nm, medindo
a taxa de decomposicao do peroxido de hidrogénio em um tampdo fosfato de potassio de 50
mmol/L (pH 7,0) (Aebi, 1984). As unidades de atividade enzimatica foram determinadas
usando o coeficiente de extingao molar do H202 (€240 =0,0394 mM ! cm '), onde uma unidade
de atividade da CAT foi definida como a quantidade de enzima necessaria para decompor 1
mmol de peroxido de hidrogénio por minuto. A atividade da GPx foi determinada a 340 nm
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usando o método que emprega peroxido de di-terc-butila como substrato da reacdo. O GSH é
oxidado pela GPx, gerando glutationa oxidada (GSSG), que é entdo convertida de volta em
GSH pela glutationa redutase (GR), consumindo uma molécula de NADPH nessa reacao
(Wendel, 1981). A atividade enzimatica foi determinada monitorando o consumo de NADPH
em um meio contendo tampéo fosfato de sddio de 50 mmol/L (pH 7,5), 1 mmol/L de EDTA,
0,1 mmol/L de NADPH, 0,4 mmol/L de azida de sodio, 0,1 U/mL de GR, 1 mmol/L de GSH,
0,5 mmol/L de peroxido de di-terc-butila e as amostras. A azida de sddio foi usada para bloquear
a atividade da catalase. Uma unidade de atividade da GPx foi definida como 1 mmol de NADPH

consumido por minuto, usando o coeficiente de extingdo molar (€340 = 6,2 mM™' cm™).
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4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados paramétricos sdo apresentados como média + desvio padrdo. Os dados nédo
paramétricos sdo apresentados como mediana e intervalo interquartil [11Q]. Inicialmente, os
dados foram analisados quanto a normalidade usando o teste estatistico de Shapiro-Wilk. Os
dados paramétricos foram submetidos ao teste t de Student, enquanto os dados ndo paramétricos
foram analisados usando o teste de Mann-Whitney. As correlacGes entre as concentracdes de
testosterona salivar e plasmatica foram analisadas pelo coeficiente de correlacdo de Pearson.
Para todas as analises, p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante. As analises
estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc.;
La Jolla, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Concentracao de testosterona plasmatica e salivar

O tratamento com CT por 6 semanas aumentou a concentragdo total de testosterona
plasmética em 120% (p < 0,0001; Figura 6A) e a testosterona livre salivar em 140% (p < 0,01;
Figura 6B) em comparacdo com o grupo controle. Houve uma correlacdo altamente
significativa entre a testosterona plasmatica e salivar, com um coeficiente de correlacdo de r =
0,8095 (p = 0,0218).

Figura 6 - Efeitos do tratamento com dose supra fisiolégica de CT nas concentragdes de
testosterona plasmatica e livre salivar de ratos Wistar
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Concentragdo de testosterona total plasmatica (A) e testosterona livre salivar (B). Os dados foram
expressos como média + desvio padrdo, n = 10 ratos/grupo. Os resultados foram comparados usando o
teste t de Student. A correlacdo entre as concentragdes de testosterona plasmaética e salivar foi analisada
pelo teste de correlagdo de Pearson. Valor de p<0,05 foram considerados como estatisticamente
significantes (*p < 0,05; **p < 0,01; ****p < 0,0001).
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5.2 Efeitos do tratamento com dose supra fisiologica de CT no peso corpdreo
inicial e final, consumo de agua, comida, coeficiente de eficiéncia alimentar,
atividade de AST e ALT, peso absoluto e relativo da prostata, glandulas

parotidas e submandibulares e proteina total das glandulas salivares

Uma maior atividade de ALT (p < 0,05) e AST (p < 0,05) foi observado em ratos
tratados com CT (Tabela 1). O consumo de agua ndo apresentou diferencas significativas entre
0S grupos, no entanto, o consumo de comida (p < 0,01), o coeficiente de eficiéncia alimentar (p
< 0,0001) e o ganho de peso corporal final (p < 0,01) foram menores no grupo CT ao final do
periodo de tratamento, quando comparado ao grupo controle (Tabela 1). O peso absoluto e
relativo da prdstata (p < 0,0001) e da prostata com vesicula seminal (p < 0,0001) aumentou
significativamente em comparacdo ao grupo controle. O peso absoluto e relativo das glandulas
pardtidas ndo diferiu apds o tratamento. Por outro lado, o peso absoluto (p < 0,01) e relativo (p
< 0,001) da glandula submandibular aumentaram com o tratamento (Tabela 1). A concentracao
de proteina total nos homogeneizados das glandulas parétida e submandibular ndo diferiram

com o tratamento (Tabela 1).
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Tabela 1 - Efeitos do tratamento com dose supra fisioldégica de CT no peso corporeo inicial

e final, consumo de comida e agua, coeficiente de eficiéncia alimentar, atividade de AST e

ALT, peso absoluto e relativo da prostata, glandulas e proteina total tecidual

Parametros Controle CT
Atividade de AST (U/L) 122,4 + 17,76 146,9 + 26,04*
Atividade de ALT (U/L) 74,44 + 8,26 88,67 + 15,71*

Consumo de comida®
(kg/semana/animal)

205,4 [188,7-207,2]

182,1[172,8-193,4] **

Coeficiente de eficiéncia alimentar

55,51 [49,80-65,36]

23,53 [18,63-24,32] ##

(9/kg)

Consumo de agua

(L/semanalgrupo) 1,15+0,14 1,09 + 0,05
Peso corpdreo inicial (g) 4334+ 26,4 431,80 £ 25,31
Peso corpdreo final (g) 504,80 + 29,68 457,60 £ 31,02**
Peso absoluto da prostata (g) 1,17 £ 0,24 2,08 £ 0,24****
Peso relativo da prostata 2,35+0,52 4,63 £ 0,50****
Peso absoluto da prostata + vesicula 2,99 + 0,36 5,76 + 0, 40***
seminal (Q)

Peso relativo da prostata + vesicula 6,05 + 0,82 12,86 + 0,81%***
seminal

E’;sg(; absoluto da glandula parotida 3332 + 3030 306.9 + 37.44
Peso gbsoluto da glandula 3320 + 16,90 378.3 + 61,71
submandibular (mg)

Peso relativo da glandula parétida 0,05+ 0,09 0,706 = 0,08
Peso _relatlvo da glandula 0,676 + 0,02 0,834 + 0,11%**
submandibular

Proteina tot_al da glandula pardtida 2582 + 1,74 2492 + 1,99
(mg/g de tecido)

Proteina total da glandula 32,63 + 2,29 30,60 + 2,22

submandibular (mg/g de tecido)

Os dados foram expressos como média + desvio padrdao ou mediana e intervalo interquartil [11Q], de
acordo com a normalidade verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. n = 10 ratos/grupo. Os dados
paramétricos foram comparados usando o teste t de Student*, enquanto os dados ndo paramétricos foram
comparados usando o teste de Mann-Whitney”. Para todas as anélises, valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001; *p

< 0,01; ##p < 0,0001).
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5.3 Efeitos do tratamento com dose supra fisioldgica de CT nos parametros

bioquimicos salivares

A dose supra fisiologica de CT néo alterou o fluxo salivar, o pH e a capacidade
tamponante da saliva (Tabela 2). A concentracdo de proteina total aumentou significativamente
no grupo CT (p < 0,001) em comparagédo ao grupo controle (Tabela 2). A atividade da enzima
amilase salivar, normalizada pela proteina total, apresentou uma reducéo na atividade (p < 0,05;
Tabela 2) em comparacdo ao grupo controle, enquanto a atividade da amilase ndo normalizada
ndo demonstrou diferencas entre os grupos (Tabela 2). Houve uma diminui¢do nas
concentragdes de célcio (p < 0,01), fosfato (p < 0,01) e potassio (p < 0,05) em compara¢ado ao
grupo controle (Tabela 2), ndo sendo observadas diferengas significativas nas concentragdes de

sodio e cloreto entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeitos do tratamento com dose supra fisiologica de CT na taxa de fluxo salivar,

pH, capacidade tampdo, proteina total, amilase, calcio, fosfato, potassio, sédio e cloreto

Parametros Controle CT
Fluxg salivar (mL/min/kg de massa 0,39 + 0,05 0,42 + 0,04
corporea)
pH 9,27 £ 0,14 9,13+0,14
Qa_paC|dade tamponante (mL de &cido 0,58 + 0,05 0,58 + 0,04
latico/mL de saliva)
Proteina total (g/L) 0,91+0,12 1,13 + 0,10***
Atividade da amilase (U/g de proteina 6135 + 700,1 5005 + 1194%
total)
Atividade da amilase (U/dL) 56743 £ 714 56475 + 10011
Calcio (mg/dL) 6,92 + 1,13 5,35 + 1,26**
Fosfato (mg/dL) 2,83+0,61 1,95 + 0,60**
Potassio (mmol/L) 4,69 + 0,29 4,240 £ 0,53*
Sodio (mmol/L) 125,1+£1,85 124,3 £ 3,19
Cloreto (mmol/L) 51,95 + 10,12 50,67 £ 5,73

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo, n = 10 ratos/grupo. Os resultados foram
comparados usando teste t de Student ndo-pareado. Para todas as anlises, valor de p<0,05 foi
considerado como estatisticamente significante (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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5.4 Efeitos do tratamento com dose supra fisioldgica de CT nos parametros

histomorfométricos das glandulas salivares

A analise de H&E revelou alteracGes histomorfométricas entre os grupos. A Figura 7
apresenta fotomicrografias da glandula pardtida (A e B) e da glandula submandibular (F e G).
As areas acinares (Figura 7C) e ductais (Figura 7D) na glandula parétida foram semelhantes
entre 0s grupos, enquanto o CT diminuiu a &rea do tecido conjuntivo (p < 0,05; Figura 7E). Em
contraste, uma dose supra fisioldgica de CT diminuiu significativamente a area acinar (p < 0,05;
Figura 7H) e aumentou a area de tubulos convolutos granulares (p < 0,01; Figura 71), enquanto
as areas ductal (Figura 7J) e do tecido conjuntivo (Figura 7K) foram semelhantes entre os

grupos.
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Figura 7 - Efeitos do tratamento com dose supra fisiologica de CT nos parametros
histomorfomeétricos das glandulas parétida e submandibular de ratos Wistar
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Fotomicrografias da glandula parétida (A e B) e da glandula submandibular (F e G) e anélises
histomorfométricas da &rea acinar (C e H), area do ducto (D e J), &rea de tlbulos convolutos granulares
(1) e tecido conjuntivo (E e K). Os dados foram expressos como média + desvio padrdo, n = 10
ratos/grupo. Os resultados foram comparados usando o teste t de Student ndo pareado. Para todas as
analises, valor de p < 0,05 foi considerado como estatisticamente significante (*p < 0,05; **p < 0,01).
Barra de escala 20 um. Abreviaturas: tc, tecido conjuntivo; TCG, tabulos convolutos granulares.
Simbolos: asterisco branco indica &cinos glandulares; asterisco preto indica ducto estriado; seta preta
indica ducto intercalado.
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5.5 Efeitos do tratamento com dose supra fisiolégica de CT na imuno

marcacao para PCNA

A localizacdo imuno-histoquimica do PCNA foi prevalente nos nudcleos das células
acinares, em comparacdo com as células estromais e ductais da glandula parotida (8A e B) e
glandulas submandibulares (Figura 8D e E). Na glandula pardtida ndo houve diferencas
estatisticamente significativas nas células PCNA+ (Figura 8C), enquanto na glandula
submandibular a porcentagem de células PCNA+ foi maior no grupo CT, em compara¢do ao
grupo controle (p < 0,001; Figura 3E).

Figura 8 - Efeitos do tratamento com dose supra fisioldgica de CT na imuno marcagéo

para PCNA das glandulas parétida e submandibular

= C
: 207
< 29 T
= z
\o X g
3 8-
Z :
)
B | § 4
0 T
Controle CT
F
ﬁ RIE Kkk
— 2
= | b 2 24
=1 ‘;‘18 T
= €
Z =%
& 12
< E
= | g .
= |
= [ 0 .
® Controle  CT

Efeitos do tratamento com dose supra fisiologica de CT na coloracdo imuno-histoquimica de PCNA nas
glandulas parétida e submandibular de ratos Wistar machos. Grupo controle de par6tida (A), grupo CT
(B) e grafico de barras mostrando o nimero médio de células positivas para PCNA entre os grupos (C).
Grupo controle submandibular (D), grupo CT (E) e gréfico de barras mostrando o nimero médio de
células positivas para PCNA entre os grupos (F). As células PCNA+ foram contadas em 10 campos
diferentes em cada se¢@o sob ampliagdo de 400x. Barra de escala 20 pm. Os dados séo expressos como
média * desvio padréo, n = 10 ratos/grupo. Os resultados foram comparados usando o teste t de Student

Hkk

ndo pareado. Para todas as analises estatisticas (" p < 0,001).
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5.6 Efeitos do tratamento com dose supra fisioldgica de CT no dano oxidativo
das glandulas salivares

O tratamento com CT aumentou a capacidade oxidante total nas glandulas parotida (p <
0,05) e submandibular (p < 0,001; Figura 9A). Da mesma forma, houve um aumento nas
concentragOes de peroxidagdo lipidica nas glandulas parétida (p < 0,001) e submandibular (p <
0,01; Figura 9B). No entanto, o tratamento ndo demonstrou danos significativos as proteinas
nas glandulas pardtidas, enquanto nas glandulas submandibulares houve um aumento no

contetido de proteina carbonilada (p < 0,05; Figura 9C).

Figura 9 - Efeitos do tratamento com dose supra fisioldgica de CT nos marcadores do
dano oxidativo
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Efeitos do tratamento com dose supra fisiologica de CT na capacidade oxidante total (A), TBARs (B) e
proteina carbonilada (C) no homogenato das glandulas parétida e submandibular de ratos Wistar. Os
dados foram expressos como média + desvio padrdo. Os resultados foram comparados usando teste t de
Student ndo-pareado. Para todas as andlises, valor de p < 0,05 foi considerado como estatisticamente
significante (*p <0,05; **p < 0,01; ***p <0,001).
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5.7 Efeitos do tratamento com dose supra fisiologica de CT na defesa

antioxidante ndo-enzimatica das glandulas salivares

O tratamento com CT aumentou significativamente a capacidade antioxidante total na
glandula parotida (p < 0,0001), enquanto permaneceu similar em ambos os grupos na glandula
submandibular (Figura 10A). Da mesma forma, na andlise da concentra¢do de acido Urico,
houve um aumento na glandula par6tida (p < 0,01), mas nenhuma alteracdo foi observada na
glandula submandibular (Figura 10B). Em contraste, a concentracdo de GSH apresentou um

aumento significativo em ambas as glandulas (p < 0,001; Figura 10C).

Figura 10 - Efeitos do tratamento com dose supra fisioldgica de CT nos marcadores da
capacidade antioxidante nédo - enzimatica

Parétida Submandibular

307 : 4.0+
Fededkek

>
=

Parétida Submandibular

*%

257 3.24

T

207
2.4

151

1.6
101

Acido trico
(mg/g de proteina total)

0.8

Controle cT Controle CcT " Controle CcT Controle CT

Capacidade antioxidante total
(umol de Fe?/g de proteina total)

Parétida Submandibular

@]

:-‘l
th
i

*kk
*k%k

_O‘
(=]
1

_|
_|

Concentracio de GSH
w
<

(umol/g de proteina total)

-
in
!

Contole CT Controle CT

Efeitos do tratamento com dose supra fisiol6gica de CT na capacidade antioxidante total (A), &cido Urico
(B) e GSH (C) no homogenato das glandulas parétida e submandibular de ratos Wistar. Os dados foram
expressos como média + desvio padrdo. Os resultados foram comparados usando teste t de Student néo-
pareado. Para todas as andlises, valor de p < 0,05 foi considerado como estatisticamente significante
(**p <0,01; ***p<0,001; ****p < 0,0001).
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5.8 Efeitos do tratamento com dose supra fisiologica de CT na defesa

antioxidante enzimatica das glandulas salivares

O tratamento levou a intensificacdo da atividade de SOD no grupo CT em ambas as
glandulas (p < 0,01; Figura 11A). O mesmo padrdo de aumento foi observado na atividade de
CAT (glandula parotida p < 0,0001; glandula submandibular p < 0,01; Figura 11B). No entanto,
a atividade de GPx apresentou um aumento significativo na glandula parétida (p < 0,0001) e

uma diminuicdo na glandula submandibular no grupo CT (p < 0,05; Figura 11C).

Figura 11 - Efeitos do tratamento com dose supra fisiolégica de CT nos marcadores da

defesa antioxidante enzimatica
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Efeitos do tratamento com dose supra fisiologica de CT nas atividades de SOD (A), catalase (B) e GPx
(C) no homogenato das glandulas parétida e submandibular de ratos Wistar. Os dados foram expressos
como média * desvio padrdo. Os resultados foram comparados usando teste t de Student ndo-pareado.
Para todas as analises, valor de p < 0,05 foi considerado como estatisticamente significante (*p < 0,05;
**p < 0,01; ****p < 0,0001).
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6 DISCUSSAO

O estudo atual analisou os efeitos do tratamento com dose supra fisioldgica de CT nos
pardmetros bioquimicos salivares, histomorfometria, imuno-histoquimica e estado redox das
glandulas parotida e submandibular de ratos Wistar. Apds seis semanas de tratamento com uma
dose semanal de CT, os principais resultados foram os seguintes: 1. CT induziu a elevacéo supra
fisioldgica nas concentragdes de testosterona plasmatica e salivar; 2. CT ndo alterou a taxa de
fluxo salivar, pH ou capacidade tamponante; 3. CT reduziu as concentra¢des dos eletrdlitos
calcio, fosfato e potassio na saliva; 4. CT aumentou os pesos absoluto e relativo apenas da
glandula submandibular; 5. CT reduziu a area acinar e aumentou a area dos tubulos convolutos
granulares na glandula submandibular; 6. CT intensificou a marcacdo de PCNA nas células
acinares da glandula submandibular; e 7. CT promoveu dano oxidativo em ambas as glandulas.
Os resultados indicam que a dose supra fisioldgica de 20 mg/kg de CT promove danos
funcionais, alteracGes histomorfométricas, estimula a proliferacdo celular, e induz dano
oxidativo nas glandulas parétida e submandibular. Como resultado, a hipdtese do trabalho foi

confirmada.

Assim como 0 enantato de testosterona, propionato e undecanoato, o cipionato é um
éster solivel em 6leo com fungbes anabdlicas e androgénicas, possuindo uma meia-vida de
cerca de seis dias (Bi et al., 2018). Ele foi aprovado para comercializacao pela Food and Drug
Administration nos Estados Unidos da América, pelas agéncias reguladoras europeias
responsaveis por produtos medicinais, e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria no
Brasil (ANVISA). A aplicagdo intramuscular de CT a 20 mg/kg/semana corresponde a uma
dose translacional usada para mimetizar o uso abusivo em humano (Bi et al., 2018). Além disso,
essa dose induziu lesdes teciduais através de dano oxidativo no figado (Sadowska-Krepa et al.,
2020), coracdo (Karbasi et al., 2018) e hipocampo de ratos (Joksimovi¢ et al., 2017). O
protocolo terapéutico experimental utilizado foi eficaz em aumentar simultaneamente as
concentragOes de testosterona plasmaética e salivar nos animais, consistente com achados
clinicos anteriores que sugerem a saliva como um método ndo invasivo para analise da
concentracdo de testosterona, uma vez que ela se correlaciona positivamente com as
concentragOes sanguineas (Arregger et al., 2007; Khan-Dawood; Choe; Dawood, 1984; Rilling
et al., 1996). Esses resultados também coincidem com o aumento dos marcadores de dano
hepatico, AST e ALT, que sdo efeitos colaterais frequentes de altas doses de enantato de
testosterona (Sadowska-Krepa et al., 2017), decanoato de nandrolona (Vieira et al., 2008) e

cipionato de testosterona em ratos (Santos et al., 2018).
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Os animais tratados com dose supra fisiologica de CT apresentaram peso corporal final
menor, 0 que pode estar parcialmente associado a reducdo do apetite, ingestdo de comida e
coeficiente de eficiéncia alimentar (Heredia et al., 2007; Nunez, 1982; Shahraki; Mirshekari;
Shahraki, 2015). Da mesma forma, consistente com nossos achados, doses supra fisioldgicas
de EAA parece ndo influenciar o consumo de agua (Shahraki; Mirshekari; Shahraki, 2015; Yu-
Yahiro et al.,, 1989). Esses efeitos estdo relacionados a dose, frequéncia e poténcia
farmacologica dos diferentes EAAs. Em ratos foi demonstrado que a suplementagédo
androgénica reduz o ganho de peso em animais tratados com decanoato de nandrolona
(Lindblom et al., 2003; Magalhdes et al., 2020; Shahraki; Mirshekari; Shahraki, 2015; Yu-
Yahiro et al., 1989), enantato de testosterona (Sadowska-Krepa et al., 2017, 2020), propionato
de testosterona (Nunez, 1982; Pirompol et al., 2016), sulfato de potassio de testosterona (Kim;
Wood, 2014) e testosterona cristalina (Valente-Santos et al., 2023). Fatores que apoiam esses
resultados incluem a capacidade da testosterona de promover lipolise e reduzir a gordura
corporal (Pergola, 2000; Petersson et al., 2014). O aumento dos pesos absoluto e relativo da
préstata e vesicula seminal pode estar relacionado a hiperplasia prostatica benigna induzida por
EAA, como descrito em ratos tratados com 10 mg/kg de enantato de testosterona por 4 semanas
(Saddick, 2021). Além disso, flutuacBes nas concentracdes plasmaticas de testosterona podem
apresentar desafios para 6rgdos como a préstata e vesicula seminal, que sdo ricos em receptores
androgénicos. Esses desafios podem afetar seu crescimento, diferenciagdo e manutencdo da
funcdo secretoria (Devlin; Simms; Maitland, 2021; Madersbacher; Sampson; Culig, 2019;
Nicholson; Ricke, 2011). Nossos achados apoiam as respostas previamente relatadas, pois
observamos um aumento nos pesos absoluto e relativo da prostata e vesicula seminal,

possivelmente induzido pela dose supra fisiol6gica de CT.

O fluxo salivar, pH e capacidade tamponante foram semelhantes entre 0s grupos
experimentais, apesar das perturbaces no estado redox evidenciadas nas glandulas parétida e
submandibular. A coleta de saliva foi realizada atraves da estimulacdo com pilocarpina, um
agente parassimpaticomimético que ativa os receptores colinérgicos M1 e M3 das células
acinares, induzindo um aumento no calcio intracelular, que leva a secrec¢éo de saliva isoténica
primaria contendo agua e cloreto de sodio (Narita et al., 2019; Proctor; Shaalan, 2021).
Posteriormente, essa saliva se torna hipotdnica apds passar por modificacdes no sistema ductal,
caracterizadas pela absorcao de cloreto de sédio e secrecdo de bicarbonato e potassio (Petersson
et al., 2014; Proctor; Shaalan, 2021). No presente estudo, a manutencao da secre¢do de sodio e

cloreto na saliva em animais tratados com CT é consistente com o resultado do fluxo salivar,
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indicando uma funcdo secundéria do ducto com aumento da reabsor¢do de potassio, célcio e
fosfato neste modelo experimental. Essas alteracdes na composicdo eletrolitica podem estar
relacionadas, pelo menos em parte, ao aumento da area dos tabulos convolutos granulares, que
se desenvolvem em ductos estriados e intercalados. Por outro lado, ratos orquiectomizados com
deficiéncia de testosterona desenvolvem um aumento no fluxo salivar, aumentando a secre¢éo
salivar de cloreto, célcio e fosfato (Cypriano et al., 2021; Oliveira et al., 2023; Santos et al.,
2022). Portanto, podemos sugerir que a testosterona desempenha um papel importante na
regulacao da excrecdo e reabsorcdo de eletrolitos nas glandulas salivares, semelhante ao que
ocorre nos rins de roedores (Hsu et al., 2010; Khalil et al., 2020; Toot et al., 2008).

A taxa de fluxo salivar, pH e capacidade tampédo tém uma relacdo definida com a
atividade cariogénica. Os sistemas tampao salivares, incluindo proteinas, fosfato inorganico e
o sistema acido carb6nico/bicarbonato, desempenham um papel critico na manutencéo de um
equilibrio &cido-base adequado e pH relativamente estavel. Portanto, podemos sugerir que o
aumento na secrecdo de proteina total poderia compensar a reducdo de fosfato em animais
tratados com CT. Além disso, 0 aumento na secrecdo de bicarbonato na saliva estimulada
também deve ser considerado, pelo menos em parte, como um componente chave na
manutencgéo da capacidade tamponante salivar em nosso modelo experimental (Roussa, 2011).
No entanto, a manutencdo da taxa de fluxo salivar, pH e capacidade tamponante deve ser
considerada com cautela, pois a reducdo na secre¢do de calcio e fosfato, eletroélitos cruciais no
equilibrio dos processos de desmineralizagdo e remineralizacdo dentaria (Llena-Puy, 2006), foi

menor nos animais tratados, o que poderia refletir um risco maior de céries dentarias.

O aumento na concentracdo de proteina total na saliva induzido pelo CT pode ser
considerado um reflexo do efeito anabdlico da testosterona nas glandulas salivares, como
também foi observado em outros tecidos andrégeno dependentes, como a vesicula seminal
(Higgins; Burchell; Mainwaring, 1976), prostata (Mora; Prins; Mahesh, 1996), células
cardiacas (Papamitsou et al., 2011) e musculos esqueléticos (Ustunel; Akkoyunlu; Demir,
2003). As atividades da amilase salivar sugerem que este aumento na proteina total é devido ao
aumento da sintese e secrecdo de proteinas ndo amilase, pois ndo identificamos diferencas na
atividade da amilase entre os grupos, enquanto a atividade especifica normalizada pela proteina
foi menor no grupo tratado. No entanto, as concentraces de proteina total do tecido das
glandulas parotida e submandibular foram semelhantes entre 0s grupos experimentais, o que
pode ser uma consequéncia da secrecdo de proteinas salivares induzida pela pilocarpina. O

aumento na secrecdo de proteina total na saliva dos ratos tratados coincide com o aumento na
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area dos tubulos convolutos granulares nas glandulas submandibulares, estruturas exclusivas
de roedores que sdo dependentes de androgenos (Gresik, 1994). Essas estruturas sdo ricas em
granulos secretorios contendo proteinas e peptideos biologicamente ativos, como proteina de
choque térmico, fator de crescimento de fibroblastos, fator de crescimento semelhante a insulina
e fator de crescimento nervoso (Miyaji; Aiyama; Kurabuchi, 2008; Thulesen et al., 2002; Zhou
etal., 2010). A sintese e a quantidade de granulos secret6rios nos tubulos convolutos granulares
estdo diretamente relacionadas a concentracdo de testosterona (Hosoi; Nakamura; Ueha, 1977;
Kaiho; Nakamura; Kumegawa, 1975). Maiores concentracdes de proteina total salivar tém sido
associadas a uma maior prevaléncia de caries dentarias e doenga periodontal (Kejriwal et al.,
2014; Shaila; Pai; Shetty, 2013; Tulunoglu; Demirtas; Tulunoglu, 2006), 0 que pode estar
relacionado a formacdo pronunciada de uma pelicula adquirida, consistindo em uma camada de
proteinas e peptideos salivares adsorvidos na superficie do dente, que serve como substrato para
a adesdo e colonizacdo de bactérias orais (Chawhuaveang et al., 2021). Finalmente, nossos
achados, quando comparados aos encontrados em ratos orquiectomizados, nos levam a sugerir
que as glandulas parotidas sdo mais vulneraveis a deficiéncia de testosterona, levando a
prejuizos na sinalizacdo celular muscarinica (Busch; Borda, 2003) e adrenérgica (Busch; Borda,

2002) e comprometimento na secrecdo de proteina total e amilase.

Como observado neste estudo, as glandulas submandibulares de ratos eugonadais séo
capazes de responder a dose supra fisiologica de CT, como evidenciado pelo aumento no peso
absoluto e relativo deste 6rgdo. Em contraste, os efeitos estruturais do tratamento com CT nas
glandulas parétidas foram limitados a uma reducao no estroma, o que pode ser considerado uma
consequéncia do leve aumento nas areas de acinos e ductos. Este resultado reforca a ideia de
que os efeitos dos andrégenos na regulacdo da sintese e secrecdo de saliva nas glandulas
parétidas podem ocorrer as custas de alteracGes celulares envolvendo &cinos, ductos e estroma.
Por outro lado, os efeitos do CT nas glandulas submandibulares podem ser explicados, pelo
menos em parte, pelo aumento na area dos tubulos convolutos granulares e, secundariamente,
pela maior taxa de proliferacdo celular nos &cinos, como evidenciado pelo aumento na
porcentagem de células positivas para PCNA. O aumento na area total dos ductos também foi
considerado uma adaptacéo histologica responsavel pelo aumento no peso absoluto e relativo
das glandulas submandibulares em ratos machos eugonadais apds a implantagdo subcutanea de
testosterona cristalina (Valente-Santos et al., 2023). Esses efeitos correspondem a localizagdo
e maior prevaléncia de receptores de androgenos nas glandulas submandibulares de roedores

(Li et al., 2005; Nemoto et al., 1985). Além disso, o PCNA é considerado um marcador de
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atividade maligna em cénceres de glandulas salivares (Alves et al., 2004), o que levanta
preocupacOes sobre o potencial risco carcinogénico do tratamento com CT nas glandulas
submandibulares, pois a carcinogenicidade dos EAA esta diretamente associada a inducgédo da
proliferacdo celular (Chimento et al., 2012; Souza et al., 2017). Nossa preocupacao € reforcada
por evidéncias de que o uso abusivo de EAA foi considerado um fator predisponente para a
patogénese da sialometaplasia necrotizante em um jovem fisiculturista (Abdalla-Aslan et al.,
2020).

A testosterona e capaz de elevar a taxa metabdlica basal e, consequentemente, aumentar
a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) estimulando as vias da xantina oxidase,
NADPH oxidases (Chignalia et al., 2012), ciclooxigenase-2 (Chignalia et al., 2015) e
promovendo disfuncdo mitocondrial. Além disso, pode estimular a geracéo de anion superdxido
e Oxido nitrico, aumentando a produgdo de peroxinitrito e estimulando a apoptose
(Puttabyatappa et al., 2013). Embora as glandulas salivares tenham um potente sistema de
defesa antioxidante para manter o equilibrio redox (Lasisi et al., 2021), foi observado dano
oxidativo em ambas as glandulas salivares neste estudo, com marcadores elevados de
capacidade oxidante total e peroxidagdo lipidica em ambas as glandulas, e danos proteicos
apenas na glandula submandibular. De acordo com nossos achados, lesdes teciduais e condic¢oes
inflamatdrias foram associadas ao aumento na producdo de EROs na gordura retroperitoneal
(Magalhdées et al., 2020), rins e figado (Dornelles et al., 2017) de ratos Wistar ap0s altas doses
de EAA. O aumento de EROs tambem foi evidenciado no cortex cerebral (Bueno et al., 2017)
e figado (Carvalho et al., 2020) de ratos Wistar tratados simultaneamente com undecilenato de
boldenona e estanozolol, mostrando alteracfes comportamentais e dano hepatico nos animais.
Por outro lado, a reducéo na testosterona sanguinea em homens (Unluhizarci et al., 2020) e
bezerros (Sezer et al., 2021) também foi associada a um aumento na capacidade oxidante total,
indicando que flutuagdes extremas nas concentracfes de testosterona aumentam a producéo de
espécies reativas de oxigénio. Da mesma forma, altas doses de EAA foram capazes de promover
dano oxidativo lipidico em outros tecidos, com aumento nas concentracdes de peroxidacao
lipidica no soro de ratos tratados com undecanoato de testosterona, o que foi associado a danos
renais (Memudu; Dongo, 2023). Nos testiculos (Saddick, 2021), rins (Salem; Alnahdi, 2020) e
figado (Pey et al., 2003) de ratos Wistar tratados com doses supra fisioldgicas de EAA, foi
identificado danos as fungdes desses 6rgéos, devido ao aumento na peroxidacéo lipidica. Além
disso, 0 aumento na proteina carbonilada nos rins de ratos tratados com decanoato de

nandrolona perturbou a homeostase redox deste 6rgao (Frankenfeld et al., 2014). As evidéncias
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encontradas mostram que a dose supra fisiologica de CT utilizada promoveu dano oxidativo
nas glandulas salivares, especialmente na glandula submandibular, que devido a presenca de
receptores de androgenos se torna mais vulneravel em comparacdo com a glandula pardétida.
Portanto, as mudangas na composicdo da saliva também podem estar relacionadas ao dano

oxidativo observado nas glandulas salivares.

Embora o tratamento tenha aumentado os marcadores de dano oxidativo, tanto a
capacidade antioxidante enzimatica quanto a ndo enzimatica também foram maiores em ambas
as glandulas salivares dos grupos tratados, 0 que pode representar uma resposta compensatoria
ao estresse oxidativo leve a moderado induzido pelo CT. Em particular, a maior capacidade
antioxidante total nas glandulas parotidas de ratos tratados com CT podem ser resultado do
aumento de antioxidantes endégenos, como &cido urico e GSH. Da mesma forma, o tratamento
com EAA também levou a um aumento em GSH e capacidade antioxidante total no soro de
coelhos (Germanakis et al., 2013). Além disso, 0 estanozolol causou aumentos simultaneos no
dano oxidativo lipidico e GSH no figado de ratos (Pey et al., 2003). Por outro lado, 0 aumento
no dano oxidativo lipidico foi associado a reducdo na capacidade antioxidante total nos
testiculos (To6thova et al., 2013) e no hipocampo (Habib Agahi; Mosallanejad; Salehi, 2022),
bem como a concentragdes mais baixas de GSH no figado, rins (Dornelles et al., 2017), cortex
cerebral e hipocampo (Bueno et al., 2017). As maiores concentra¢fes de GSH nas glandulas
salivares podem estar relacionadas a capacidade do CT de estimular a atividade da glutationa
redutase, conforme observado no figado de ratos tratados com uma combinacéo de testosterona
sintética (Arazi; Mohammadjafari; Asadi, 2017). Por outro lado, a maior concentracéo de acido
arico na glandula parétida pode refletir a estimulacdo da xantina oxidase pela testosterona
(Olatunji; Areola; Badmus, 2018). No entanto, a capacidade antioxidante total e a concentracéo
de &cido Urico permaneceram na glandula submandibular dos animais tratados, o que pode ser,
pelo menos em parte, uma consequéncia da maior intensidade de estresse oxidativo induzido
pelo CT, conforme evidenciado pelo aumento na proteina carbonilada, cuja maior concentracdo
também foi relacionada a reducdo da xantina oxidase (Veskoukis et al., 2008). A ampla
variedade de respostas de defesa antioxidante ao estresse oxidativo induzido por EAA pode
estar relacionada a diferencas nos protocolos experimentais, especialmente discrepancias
associadas as doses, vias e frequéncia de administracdo, bem como as propriedades toxicas

especificas devido a diferengas estruturais entre os diferentes EAAS.

Da mesma forma, os diferentes padrdes de mudancas em enzimas antioxidantes

reforgcam a relevancia de diferentes modelos experimentais de intoxicagdo por EAA nos efeitos
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bioldgicos dos tecidos e destacam a vulnerabilidade especifica dos tecidos, como observado nas
glandulas submandibulares de ratos tratados, onde a redu¢do da GPx pode sinalizar o inicio do
esgotamento antioxidante enzimatico, apesar das atividades mais altas de SOD e CAT. A GPx
é a enzima responsavel por manter baixas as concentraces de H2O2, enquanto sua atividade
tende a diminuir com o0 aumento das concentragdes de H20O. (Panday; Talreja; Kavdia, 2020;
Pannala et al., 2014), o que é consistente com 0 aumento na capacidade oxidante total na
glandula submandibular. Este resultado provavelmente esta relacionado a maior expressédo e
padrdo de distribuicao de receptores de andrdgenos nas glandulas submandibulares de ratos (Li
et al., 2005; Manzato et al., 2021; Zhuang et al., 1996), tornando-as mais sensiveis a dose supra
fisiologica de CT em comparagdo com as glandulas parétidas. Um resultado semelhante ao da
glandula submandibular foi encontrado no figado e rins de ratos tratados com undecilenato de
boldenona, onde a reducédo da GPx foi associada a mudancas funcionais nesses 6rgaos (Behairy
etal., 2021). Por outro lado, o dano hepético em ratos foi relacionado ao aumento das atividades
de SOD, CAT e GPx apo6s o tratamento com dose supra fisiolégica de uma combinacdo de
testosterona sintética (Arazi; Rahmati; Ghafoori, 2017) e estanozolol (Pey et al., 2003),
enguanto o comprometimento renal em ratos foi relacionado a reducéo da atividade de SOD e
CAT apds uma dose semanal de decanoato de nandrolona (Salem; Alnahdi, 2020). Finalmente,
os achados fortalecem a hipotese de que o aumento na defesa antioxidante nas glandulas
salivares apds o tratamento com CT nao foi suficiente para proteger as glandulas salivares da

disfuncdo caracterizada pela composicéo bioquimica da saliva comprometida em ratos.

Apesar dos achados mencionados, o estudo apresenta algumas limitacdes: 1. O presente
estudo explorou uma dose supra fisioldgica de apenas um tipo de EAA em animais jovens e
sedentarios; o uso de esteroides com funcdo predominantemente anabolica pode fornecer
resultados diferentes; 2. O modelo experimental empregado pode néo gerar os mesmos efeitos
em animais adultos, idosos ou fémeas; 3. Os achados podem diferir em animais submetidos a
treinamento fisico ou que recebem outras doses e formulac¢Ges farmacéuticas de EAA,; 4. O uso
combinado de esteroides anabolizantes e por periodos mais longos também pode fornecer
resultados diferentes. Portanto, pesquisas futuras sdo necessarias para validar os efeitos da dose

supra fisioldgica de EAA na saude oral e sistémica dos usuarios.
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7 CONCLUSAO

Os resultados indicam que a dose supra fisiologica de cipionato de testosterona ¢ um
fator de risco para a satde oral e sistémica dos usuérios por promover disturbios na composi¢do
da saliva, alteracbes histomorfométricas, ativacdo de vias de proliferacdo celular na glandula

submandibular e dano oxidativo em ambas as glandulas salivares.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords The abusive use of anabolic androgenic steroids has become a serious health problem worldwide, bat its efecs

Sallvary Glands on aral health are still poardy understocd. Therefore, the objective of this study was to evaliate the effects of a

Saliva supraphysiological dose of testosterone cypionate (TC) on salivary biochemical, histomorphology, immuonohis-

Cerne iplamie tochemistry, and redox state parameters of parotid and submandibular glands, Twenzy male Wistar rats, 12
weeks old, were divided into two groups (n=10/groupk a control group and TC group, which received a dose of
20 mg/ kg, once a week, for 6 weeks. Post treatment, the saliva and glands were colbected. A supraphysiological
dose of TC increased plasma and salivary testosterone concentrations. Although TC did not alter salivary fAow,
pH, and buffering capacity, the treatment increased the salivary secretion of total protein and redoced amylase,
calcinm, phosphate, and potassium. TC reduced the connesctive tissue area in the parotid gland and adinar area of
the submandibular gland, while increasing the granolar convoluted tubule area in the submandibalar gland.
Proliferating cell nuckear antigen was higher in the acinar cells of the submandibular glands from the TC group.
Maoreover, TC increased concentrations of total oxidant capacity and damaged kpids in both salivary glands,
while total antioxidant activity and uric acid were lower in the submandibular gland, and reduced glutathione
was higher in both glands. Superoxide dismutase, catalase, and ghutathione peroxidase adivities wene higher in
the parotid gland, while only glutathione peroxidase activity was lower in the submandibular gland of the TC
group. In conclusion, TC abuge may be a potential factor for dysfunction of the parotid and submandibular
glands, becoming a risk factor for the omal and systemic bealth of users.

1. Introduction varlous therapeutic purposes, especially In hormone replacement ther-
apy in men with hypogonadiem [1,.2]. However, like other medications,

Anabolic androgendc sterolds (AA%) are a class of natural or synthetic AAS aleo have side effects, especlally when used abusively and
substances produced from testosterone of lts dervatives, used for non-therapeutically. Athletes, bodybullders, and gym-goers frequently

Abbrevintions: AAS, anabalic androgenic steroid; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; CAT, catalase; EDTA, ethylensdiaminstetra-
acetic add; GPx, ghutathione peraxidase; GR, reduced ghitathione; HEE, hematoxylin and eosing NADPH oxidase, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
oxidase; PCNA, proliferating cell nuclear antigen; ROS, reactive oxygen species; 50D, superaxide dismutase; TBARS, thiobarbituric acid reactive substances; TC,
Testosterone Cypionate.

* Comespondence to: Department of Basic Sciences, Sio Paulo State University (UNESP), School of Dentistry, Rodovia Marechal Rondon, km 527 /528, Aracatuba,
SP CEP 16018-805, Brazil.

E-muil address antonio hermandes@unesp b (AHL Chaves-Neta).
hitps:/fdoiorg 10,1016/, jsbmb. 2024, 106587
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Available online 14 July 2024
0960-0760°0 2024 Elsevier Lid. All rights are reserved, including those for text and data mining, Al training, and similar technologies.
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