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RESUMO 

SAMPAIO, L. V. Efeitos da dose supra fisiológica de cipionato de testosterona na 

composição bioquímica da saliva, função e estado redox das glândulas parótida e 

submandibular de ratos Wistar. 2024. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Odontologia, 

Universidade Estadual Paulista (UNESP), Araçatuba, 2024. 

O uso abusivo de esteroides anabolizantes androgênicos tornou-se um sério problema de saúde 

em todo o mundo, mas seus efeitos na saúde bucal ainda são pouco compreendidos. Portanto, 

o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da dose supra fisiológica de cipionato de 

testosterona (CT) nos parâmetros bioquímicos salivares, histomorfometria, imuno-

histoquímica e estado redox das glândulas parótida 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. Após o tratamento, a saliva e as glândulas foram coletadas. 

A administração de CT aumentou as concentrações de testosterona plasmática e salivar. Embora 

o CT não tenha alterado o fluxo salivar, o pH e a capacidade tamponante, o tratamento 

aumentou a secreção salivar de proteína total e reduziu amilase, cálcio, fosfato e potássio. O 

CT reduziu a área do tecido conjuntivo na glândula parótida e a área acinar da glândula 

submandibular, ao mesmo tempo que aumentou a área dos túbulos convolutos granulares na 

glândula submandibular. O antígeno nuclear de células em proliferação foi maior nas células 

acinares das glândulas submandibulares do grupo CT. Além disso, o CT aumentou as 

concentrações de capacidade oxidante total e do dano aos lipídeos em ambas as glândulas 

salivares, enquanto a atividade antioxidante total e o ácido úrico foram menores na glândula 

submandibular, e a glutationa reduzida foi maior em ambas as glândulas. As atividades de 

superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase foram maiores na glândula parótida, 

enquanto apenas a atividade da glutationa peroxidase foi menor na glândula submandibular do 

grupo CT. Em conclusão, o abuso de CT pode ser um fator potencial para a disfunção das 

glândulas parótida e submandibular, tornando-se um fator de risco para a saúde bucal e 

sistêmica dos usuários. 

Palavras-chave: congêneres da testosterona; glândulas 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. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de 

Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Araçatuba, 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 INTRODUÇÃO 

Os hormônios esteroides são substâncias produzidas em sua maioria pelo córtex das 

glândulas suprarrenais e pelas gônadas (testículo) no qual podem ser definidos como hormônios 

esteroides androgênicos ou anabolizantes. A função androgênica desse grupo se relaciona com 

o potencial do hormônio desenvolver o aparelho reprodutor masculino e conferir características 

secundárias, como produção e maturação dos espermatozoides, crescimento durante a 

puberdade, desenvolvimento de pelos e espessamento das cordas vocais, já a função 

anabolizante remete a capacidade de estimular a fixação de nitrogênio nos tecidos, promovendo 

aumento da síntese proteica (Esposito et al., 2023; Karbasi et al., 2018; Niedfeldt, 2018; 

Sadowska-Krepa et al., 2017). Os hormônios esteroides anabolizantes androgênicos (EAAs), 

como são conhecidos, fazem parte de uma classe de substâncias naturais ou sintéticas formados 

a partir da testosterona ou de seus derivados, possuindo diversas finalidades terapêuticas, dentre 

elas, a mais importante a reposição hormonal em homens com hipogonadismo (Joksimović et 

al., 2017; Luther et al., 2024; Roman et al., 2018). Em casos de falência na produção de 

testosterona, a terapia de reposição 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 medicação, os EAA também possuem efeitos colaterais, 

especialmente quando o uso é abusivo, não terapêutico e sem a orientação de um profissional,  

com a finalidade de aumentar desempenho esportivo, muitos atletas, fisiculturistas e usuários 

de academias, utilizam essas drogas inconscientes dos seus efeitos deletérios, que provocam a 

curto prazo, em homens atrofia testicular, acne, retenção hídrica, estrias, perda de cabelo e 

agressividade, e nas mulheres hipertrofia do clitóris, alterações menstruais e surgimento de 

pelos (Abrahin; Souza; Santos, 2014; Karbasi et al., 2018). A longo prazo hipertrofia cardíaca 

(Wadthaisong et al, 2019), dano hepático (Sadowska-Krepa et al., 2017) e bucais são descritas 

(Torres-Bugarin et al., 2007).  

Os países do Oriente Médio têm a maior prevalência 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 usuários de academia e atletas a principal população usuária dessas substâncias 

(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 características das amostras (professores de educação física, atletas amadores, 

praticantes de musculação, etc) e a região do país. A prevalência 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 os usuários demonstram resistência na participação das 

pesquisas, uma vez que muitos adquirem os EAAs de forma ilícita e sem a prescrição 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 usuários 

(Neves et al., 2021). O cipionato de testosterona é citado como uma das opções de esteroides 

anabólicos androgênicos na maioria dos estudos (Iriart; Chaves; Orleans, 2009; Silva; Moreau, 

2003; Silva et al., 2007). 

 A testosterona é um hormônio que aumenta a taxa metabólica celular, promovendo 

maior consumo de oxigênio pelos tecidos e esse gasto energético pode acarretar maior produção 

de espécies reativas de oxigênio (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 têm sido realizados para avaliar qual o impacto que 

o 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 lipídeos (TBARS) (Sadowska-Krepa et al., 

2017). Em hipocampo de ratos, a administração de enantato de testosterona aumentou o índice 

de peroxidação lipídica (TBARS) e reduziu a atividade da superóxido dismutase (SOD) 

(Joksimović et al., 2017). Por sua vez, o uso de cipionato de testosterona combinado com dieta 

rica em gordura também demonstrou redução de catalase (CAT), SOD e glutationa S-

transferase (GST) em tecido hepático de camundongos (Santos et al., 2018). No tecido cardíaco 

a administração, dose dependente, de testosterona sintética também demonstrou elevação nos 

níveis de dano aos lipídeos (TBARS) e das enzimas SOD e glutationa peroxidase (GPx), o que 

demonstra o efeito cardiotóxico do EAA em ratos (Emer et al., 2016). 

  



15 

Figura 1 - Hormônios na geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

 

Fonte: Elaborada pela autora, adaptado de Chainy e Sahoo (2020) 

Os hormônios possuem a capacidade de aumentar a taxa do metabolismo basal, levando a disfunção 

mitocondrial, o que gera maior espécies reativas de oxigênio e consequentemente o estresse oxidativo.  

 

A cavidade bucal é uma das principais portas de entrada a patógenos no corpo humano, 

necessitando dessa forma de um mecanismo de defesa eficiente para evitar possíveis infecções, 

sendo de grande importância uma saúde bucal de qualidade (Campos et al., 2005; Cypriano et 

al., 2021; Mahajan et al., 2022). É revestida por uma membrana mucosa e constantemente 

umedecida pela saliva, que é produzida por ácinos encontrados nas glândulas salivares e 

secretada por um sistema de ductos, como os ductos intercalados, estriados, excretores e 

excretores principais, que são fortemente influenciados pelo sistema nervoso simpático e 

parassimpático (Amano et al., 2012).  

A saliva é uma mistura de água, proteínas e eletrólitos como Sódio (Na+), Potássio (K+), 

Cálcio (Ca2+), Magnésio (Mg2+), Cloreto (Cl-), Fosfato de hidrogênio (HPO4
2−) e Bicarbonato 

(HCO3
−), possuindo um potente mecanismo de defesa. Cerca de 90% de toda produção é 

realizada pelas glândulas maiores sublingual (SL), submandibular (SM) e parótida (PA) e os 

outros 10% por glândulas menores dispersas pela cavidade bucal (Bhattarai; Kim; Chae, 2018; 

Pedersen et al., 2018). Além de ser responsável pela hidratação, lubrificação, digestão e 

formação do bolo alimentar, possui componentes que atuam na imunidade inata e adaptativa, 

como as imunoglobulinas e enzimas responsáveis pela proteção. Doenças como a Síndrome de 

Sjögren, artrite reumatoide, cálculos e tumores glandulares, infecções, envelhecimento, 

radioterapia e o uso de algumas medicações podem levar a disfunção de secreção salivar, 

ocasionando xerostomia (Burlage et al., 2001; Fox, 1998; Guggenheimer; Moore, 2003), 
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proporcionando assim um desequilíbrio do sistema de defesa bucal, deixando desse modo a 

cavidade bucal mais suscetível ao supercrescimento bacteriano, propiciando o surgimento de 

cáries e doença periodontal, por exemplo (Featherstone, 2000; Mahajan et al., 2022). Apesar 

disso, até o momento não foi descrito sobre as condições de saúde bucal de usuários de EAA, 

portanto, se faz de extrema relevância a condução de pesquisas afim de se avaliar a existência 

de efeitos deletérios na saúde bucal, como também na função das glândulas salivares. 

O tecido das glândulas salivares é muito similar entre roedores e humanos, possuindo 

em ambos a capacidade de secretar fatores de crescimento e androgênios, promovendo a captura 

e secreção desses andrógenos na cavidade bucal, apresentando dessa forma dimorfismo sexual, 

em especial pela ação da testosterona (Amano et al., 2012). Em ratos esse dimorfismo se dá nos 

túbulos convolutos granulares (TCGs) e nos humanos no ducto estriado (Proctor, 2016), e por 

essa razão, a glândula se torna dependente do hormônio. Estudos experimentais com ratos 

orquiectomizados mostram a ocorrência de alterações morfológicas como uma redução dos 

ácinos, ductos, expressão dos receptores de androgênio, além de promover aumento do tecido 

conjuntivo das glândulas parótidas (Jezek; Banek; Banek, 1996; Li et al., 2005), enquanto nas 

glândulas submandibulares de roedores, a orquiectomia causa extensa involução das células dos 

TCGs devido à conversão do fenótipo em células do ducto estriado (Adthapanyawanich et al., 

2015). Em contrapartida, o tratamento com implantes subcutâneos de testosterona em ratos 

eugonadais mostraram que a exposição a níveis supra fisiológicos de testosterona pode resultar 

em aumento do peso e da área dos túbulos convolutos granulares nas glândulas 

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

O sistema de defesa das glândulas salivares, pode ser divididos em dois complexos, o 

enzimático que inclui enzimas antioxidantes como a SOD, CAT, GPx e tiorredoxina redutase, 

que atuam especialmente em mecanismos de neutralização dos radicais livres para então 

combater o estresse oxidativo como demonstrado na figura 2; além do complexo não 

enzimático, composto pelas vitaminas A, C, carotenóides, glutationa reduzida (GSH), ácido 

úrico (AU) e albumina, sendo que a ocorrência de um desequilíbrio nesses complexos é possível 

observar disfunções (Lasisi et al., 2021). Envelhecimento, distúrbios endócrinos, doenças 

autoimunes e alterações iatrogênicas devido ao uso de medicamentos e radioterapia podem 

causar ou contribuir para a disfunção das glândulas salivares. Modelos animais mostraram que 

distúrbios nos sistemas antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos têm sido implicados como 

mecanismos que levam à disfunção da glândula salivar. Estudos feitos com ratos diabéticos 

induzidos por estreptozotocina mostraram que o distúrbio do estado redox é caracterizado por 
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aumento do dano oxidativo aos lipídeos e maior atividade da SOD, CAT e GPx (Ibuki; Simões; 

Nogueira, 2010; Nogueira et al., 2005). O desequilíbrio do estado redox nas glândulas parótidas 

em ratos que desenvolveram resistência à insulina induzida por uma dieta rica em gordura foi 

associado com uma redução na atividade da peroxidase e um aumento na SOD, CAT e AU 

(Zalewska et al., 2014). A redução na secreção salivar e na atividade da amilase salivar em 

camundongos após a radiação foi associada a um aumento no dano oxidativo aos lipídeos e 

menor atividade da SOD nas glândulas submandibulares (Xu et al., 2013). Por sua vez, o 

tratamento crônico com etanol aumentou o dano lipídico, SOD e CAT na glândula parótida de 

ratos (Campos et al., 2005). Por outro lado, o mecanismo de toxicidade do metronidazol nas 

glândulas salivares indica atenuação da barreira protetora antioxidante devido à diminuição da 

CAT, SOD, GPx e capacidade antioxidante total (Onopiuk et al., 2018). Porém até o momento, 

pouco se sabe sobre os efeitos com o uso de altas dosagens de cipionato de testosterona no 

estado redox das glândulas salivares. 

 

Figura 2 - Sistema de defesa antioxidante enzimático 

 

Fonte: Elaborada pela autora, adaptado de Chainy e Sahoo (2020) 

Sistema de defesa antioxidante enzimático. 

 

Portanto, o objetivo do estudo atual foi avaliar de forma abrangente os efeitos de dose 

supra fisiológica de cipionato de testosterona (CT), um derivado sintético de testosterona na 

forma de um éster de 17 (beta)-ciclopentilpropionato solúvel em óleo, sobre parâmetros 

bioquímicos salivares, histomorfométricos, imuno-histoquímicos e do estado redox das 

glândulas parótida e submandibular de ratos Wistar. Compreender esses efeitos é crucial para 
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elucidar os danos potenciais que a administração excessiva de CT, uma formulação 

representativa de EAA, pode causar ao sistema glandular oral e, consequentemente, à saúde 

oral e sistêmica dos organismos afetados. A hipótese é que a dose supra fisiológica de CT 

promove disfunção nas glândulas parótida e submandibular. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Analisar o efeito do tratamento com dose supra fisiológica de cipionato de testosterona 

na composição bioquímica da saliva, na histomorfometria, imuno-histoquímica e estado redox 

das glândulas parótida e submandibular de ratos Wistar. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

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

estratégias:  

• Avaliar o efeito da administração com dose supra fisiológica de cipionato de 

testosterona na massa corpórea, ingestão de comida e água, coeficiente de eficiência 

alimentar, peso corporal, peso absoluto e relativo glandular e concentração de proteína 

total no homogenato das glândulas parótida e submandibular; 

• Avaliar dano hepático pela dosagem sérica de aspartato aminotransferase (AST) e 

alanina aminotransferase (ALT); 

• Avaliar as concentrações de testosterona plasmática total e testosterona livre salivar; 

• Avaliar o fluxo salivar, capacidade tamponante, pH, atividade da amilase, além das 

concentrações de proteína total, cálcio, fósforo, potássio, cloreto e sódio na saliva, por 

meio da indução da salivação com pilocarpina nos animais sob anestesia geral; 

• Avaliar os aspectos histomorfométricos das glândulas parótida e submandibular por 

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

• Avaliar o marcador de proliferação celular (PCNA) por meio da análise de imuno-

histoquímica; 

• Avaliar o dano oxidativo quantificando a capacidade oxidante total, as espécies reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e a proteína carbonilada no homogenato das glândulas 

parótida e submandibular; 
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• Avaliar a defesa antioxidante não enzimática por meio das dosagens da capacidade 

antioxidante total não-enzimática, ácido úrico e GSH no homogenato das glândulas 

parótida e submandibular; 

• Avaliar a defesa antioxidante enzimática por meio da análise da atividade enzimática 

das enzimas SOD, CAT e GPx no homogenato das glândulas parótida e submandibular. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

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 ºC, ciclo de claro/escuro de 12 horas e 

umidade relativa do ar entre 55 ± 5%. Água e ração comercial padrão (Neovia Nutrição e Saúde 

Animal LTDA, Paulínia, SP, Brasil) foram disponibilizadas ad libitum, durante todo o período 

de tratamento e durante a adaptação ao Biotério do Departamento de Ciências Básicas – Prédio 

31 (7 dias). O protocolo experimental foi aprovado pelo CEUA-UNESP (Protocolo de 

aprovação n°0373-2022). 

 

3.2 Tratamento com alta dose de cipionato de testosterona 

Após o período de aclimatação, os animais foram estratificados pela massa corpórea e, 

em seguida, distribuídos 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 injeções intramusculares no 

músculo da porção posterior das patas traseiras (músculo quadríceps), semanalmente, durante 

6 semanas, conforme mostrado na figura 3. Para o cálculo da dose foi utilizado a fórmula para 

dose translacional baseada na superfície de área corpórea (mg/m2) (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 terapêutico demonstrou efeitos associados com o aumento do 

dano oxidativo no hipocampo (Joksimović et al., 2017), além de alterações comportamentais 

em ratos (Selakovic et al., 2016, 2019). O local da injeção foi alterado de forma intermitente 

para minimizar o desconforto. O grupo controle recebeu doses de solução salina, a fim de 

promover a mesma situação 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 concentração de proteína total 

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

animais em cada grupo eram suficientes para detectar uma diferença estatisticamente 

http://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm
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significativa de 0,2 g/L na quantidade total de proteína salivar entre os grupos controle e CT, 

com um poder de 80% e um nível de significância de 5%. Para compensar possíveis mortes de 

animais durante a anestesia e a coleta de saliva, cinco animais adicionais foram incluídos em 

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

 

Figura 3 - Delineamento experimental esquemático 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2024). 

Os animais foram submetidos a um período de ambientação no biotério local do departamento de 

ciências básicas. Na 12° semana de vida dos animais, foi iniciado o tratamento semanal, o grupo controle 

recebeu solução salina e o grupo CT cipionato de testosterona 20 mg/kg IM, durante 6 semanas. Uma 

semana após o término do tratamento, os animais foram anestesiados, eutanasiados e todo material 

biológico coletado para as análises. 

 

3.3 Controle do peso corporal, consumo de água e ingestão de comida  

Os animais foram pesados semanalmente para o ajuste da dose de CT. O consumo de 

ração e água foi monitorado duas vezes por semana no mesmo horário do dia, até que os animais 

fossem eutanasiados. A quantidade de ração consumida foi expressa como o consumo total 

médio por animal por semana e o consumo de água foi expresso como o consumo total médio 

por caixa por semana. A eficiência alimentar foi avaliada através do Coeficiente de Eficiência 

Alimentar (CEA = Peso Final - Peso Inicial / quantidade total de alimento ingerida em gramas), 

que representa a relação entre o ganho de peso e a quantidade de alimento ingerida (Diniz et 

al., 2005). 
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3.4 Coleta da saliva, fluxo salivar, pH e capacidade tamponante 

Uma semana após o último tratamento, os animais foram pesados e anestesiados com 

cetamina (50 mg/kg, i.m. - Fort Dodge, Saúde Animal Ltda.) e xilazina (5 mg/kg, i.m. - 

Coopers, Brasil, Ltda.). Após a anestesia, 10 mg/kg de nitrato de pilocarpina (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, EUA) foram injetados por via intraperitoneal para induzir a secreção salivar. A 

coleta da saliva foi realizada no período da manhã (09 e 11 horas) para minimizar os efeitos do 

ritmo circadiano. Ração e água foram disponibilizadas ad libitum até o momento da anestesia. 

Os ratos foram posicionados em um ângulo de 45°, de modo que suas cabeças 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 pós-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 análises 

bioquímicas, imediatamente após a coleta, a saliva foi separada em alíquotas, cada uma 

designada para uma análise bioquímica específica, e armazenada a -80 °C até o processamento. 

Os volumes das alíquotas de saliva foram suficientes para análise em triplicada dos parâmetros 

bioquímicos por amostra. Excepcionalmente, a taxa de fluxo salivar, pH e capacidade 

tamponante salivar foram analisados imediatamente após a coleta da saliva. O pH salivar foi 

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

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

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

(0,1 mol/L) usado para reduzir o pH salivar para 4,0 e expressa em mL de ácido lático (Freitas 

et al., 2023).  
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Figura 4 - Coleta da saliva estimulada 

 

A) Aplicação 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) Análise do pH 

salivar em pHmetro calibrado. Fonte: Imagens capturadas durante os experimentos no Laboratório de 

Bioquímica da Saliva - UNESP. 

 

3.5 Coleta e armazenamento de amostras de tecido e sangue 

 Após a coleta da saliva, os animais foram submetidos à eutanásia por dessangramento via 

punção cardíaca, no período da manhã (9h às 11h) para minimizar os efeitos do ritmo 

circadiano. O sangue obtido foi centrifugado por 10 minutos a 4 °C usando uma centrífuga 

Eppendorf R 5810 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e após armazenado a -80 °C. Foi 

realizado a exérese das glândulas salivares, que foram divididas em dois grupos, as glândulas 

do lado direito foram armazenadas a -80°C para posterior análises bioquímicas e as glândulas 

do lado esquerdo foram posicionadas em cassete e fixadas em solução de Bowin para realização 

do processamento histológico e para análise morfométrica. Na intenção de avaliar a efetividade 

do protocolo experimental, a próstata e vesícula seminal foram coletadas e pesadas, como 

mostrado na figura 5. O uso do índice da PA, SM, próstata + vesícula seminal foram usados 

como índices de massa relativa (relação órgão/peso corporal). 
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Figura 5 - Eutanásia e coleta de tecidos 

    

                                            

A) Punção cardíaca e dessangramento, B e C) Coleta de sangue em tubos falcon para centrinfugar, D) 

Plasma sanguíneo, E) Glândulas salivares coletadas, F) Limpeza das glândulas salivares, e G) Vesícula 

seminal e próstata de animal do grupo CT. Fonte: Imagens capturadas durante os experimentos no 

Laboratório de Bioquímica da Saliva - UNESP. 

 

3.6 Parâmetros bioquímicos 

Todos os reagentes para os ensaios bioquímicos foram obtidos da Sigma-Aldrich, 

Alemanha/EUA. A absorbância foi medida usando um espectrofotômetro UV-Vis (UV-1203, 

Shimadzu, Japão) e um leitor de microplacas (PowerWave 340, BioTek, EUA). Todas as 

determinações foram realizadas em triplicata e padronizadas pelo conteúdo de proteína total. A 

normalização pelo conteúdo de proteína total permite a avaliação das diferenças nas proporções 

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

 

3.7 Análise da concentração de testosterona total plasmática 

Os níveis plasmáticos de testosterona total foram medidos usando imunoensaio 

quimioluminescente de micropartículas com um analisador de imunologia Architect i1000 

b 
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(Abbott Laboratories, North Chicago, IL, EUA) de acordo com as informações do fabricante. 

Os dados foram expressos em ng/dL. 

 

3.8 Análise da função hepática 

Para avaliar possíveis danos hepáticos foram analisados as atividades plasmáticas das 

enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) utilizando kits 

comerciais (Bioclin, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil). Os valores foram expressos como 

U/L.  

 

3.9 Análises bioquímicas salivares 

A concentração de proteína total foi determinada usando o método de Hartree-Lowry 

(Hartree, 1972), com albumina de soro bovino como padrão. A atividade da amilase foi 

determinada pela reação 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 reação, contendo o sobrenadante de uma amostra e 0,04% (p/v) de amido solúvel como 

substrato em tampão fosfato 0,2 mol/L a pH 7,0, foi incubada por 7,5 minutos a 37 °C. A reação 

foi interrompida com a adição de uma solução contendo iodo/iodeto de potássio e HCl. As 

amostras e as leituras em branco foram feitas a 660 nm. Uma unidade (U) de atividade foi 

definida como a quantidade de enzima necessária para hidrolisar 10 mg de amido em 30 

minutos de reação sob as condições descritas no ensaio. As atividades da amilase foram 

avaliadas e normalizadas pela quantidade total de proteínas. As concentrações de sódio e 

potássio na saliva foram avaliadas usando um analisador de eletrólitos seletivo por íons (modelo 

9180, Roche Diagnostic, Mannheim, Alemanha). Kits colorimétricos comerciais foram usados 

para quantificar cálcio, fósforo e cloreto (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil), seguindo as 

recomendações do fabricante para cada teste. Os valores dos eletrólitos foram expressos em 

mmol/L. 
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3.9.1 Análise da testosterona salivar 

As concentrações de testosterona livre salivar foram medidas usando método 

imunoenzimático com um analisador Cobas Mira (Roche Diagnostica Brasil, Brasil), de acordo 

com as informações do fabricante. Os dados foram expressos em ρg/dL.  

 

3.10 Análise histomorfométrica 

As glândulas parótida e submandibular foram obtidas de 10 animais por grupo e fixadas 

em solução de Bouin por 24 horas. Para avaliar a morfologia das glândulas salivares, cortes de 

cinco micrômetros foram feitos e corados com hematoxilina e eosina (H&E). Um histologista 

certificado, calibrado e cego, sem conhecimento dos tratamentos, realizou as análises 

histomorfométricas. As imagens foram capturadas usando uma câmera digital (Olympus, 

XC50, Tóquio, Japão) acoplada a um microscópio de luz (Olympus, BX53, Tóquio, Japão), 

com uma ampliação original de 400x. Seis fotomicrografias foram obtidas a partir de duas 

seções histológicas de cada glândula. A área total das glândulas salivares foi medida (µm²) 

usando o software Image J (ImageJ, National Institutes of Health, EUA, versão 1.50i) com a 

ferramenta "freehand" para delimitar as áreas ocupadas pelas estruturas parenquimatosas 

(ácinos, ductos, túbulos convolutos granulares e tecido conjuntivo). A área do tecido conjuntivo 

foi considerada a área total da imagem menos a área do parênquima. A área total da imagem 

foi quantificada em 100%, e após calcular a área média das 6 imagens, os valores resultantes 

foram submetidos a um cálculo proporcional para determinar a porcentagem de cada estrutura 

analisada (Fiais et al., 2023; Santos et al., 2022). 

 

3.11 Análise imuno-histoquímica de PCNA  

As lâminas das glândulas passaram por bloqueio de peroxidase e proteína antes de 

serem submetidas a reações com anticorpos primários específicos: PCNA 1:200 (PC-10, VP-

P980, Vector Laboratories, Newark, Califórnia, EUA) IgG monoclonal de camundongo. As 

seções foram então incubadas em uma câmara úmida durante a noite, as amostras foram 

incubadas com anticorpo monoclonal secundário, m-IgGk HRP (sc-516102, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, Texas, EUA), à temperatura ambiente, e depois reveladas com 

diaminobenzidina (DAB), e contra coradas com hematoxilina de Harris a 20%. Para a 

quantificação, as imagens foram capturadas usando uma câmera digital (Olympus, XC50, 
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Tóquio, Japão) acoplada a um microscópio óptico (Olympus, BX53, Tóquio, Japão) com uma 

ampliação original de 400x. As células marcadas com PCNA foram contadas em dez campos 

de cada glândula salivar por animal usando o software ImageJ (versão 1.50i), e a porcentagem 

de células positivas (índice de marcação) foi calculada dividindo as células reativas pelo total 

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

 

3.12 Análise bioquímica das glândulas salivares 

3.12.1 Preparação dos homogenatos das glândulas salivares 

As glândulas parótida e submandibular foram homogeneizadas para obter 

sobrenadantes, que foram separados em alíquotas e congelados a -80°C para os subsequentes 

ensaios bioquímicos realizados em dias diferentes. Para isso, as glândulas foram descongeladas 

no gelo e lavadas em solução salina gelada (0,9% NaCl, p/v). Os homogenatos de tecido foram 

preparados usando o homogeneizador Rotor-stator TH (Omni International, Geórgia, EUA) na 

velocidade máxima por 30 segundos. Para as análises bioquímicas de proteína total, ácido úrico, 

capacidade antioxidante total, SOD, CAT, GPx, proteína carbonilada, TBARS e capacidade 

oxidante total, os homogenatos das glândulas foram preparados em 1/5 (p/v) em tampão fosfato 

de potássio 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 então centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C usando uma 

centrífuga Eppendorf R 5810 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Os sobrenadantes usados 

para a determinação da GSH foram preparados em 10% (p/v) ácido tricloroacético (TCA) 

contendo 4 mmol/L etilenodiaminotetraacético (EDTA) e centrifugados a 4.000 rpm por 10 

minutos a 4°C usando uma centrífuga Eppendorf R 5810 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). 

Todos os resultados bioquímicos foram normalizados pela concentração total de proteínas, que 

foi determinada usando o método de Hartree-Lowry, com albumina de soro bovino como 

padrão (Hartree, 1972). 

 

3.12.2 Análises do dano oxidativo 

A quantificação do dano as proteínas, foi determinado pela concentração de proteína 

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 extinção molar 
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(ε450 = 22.308 M⁻¹ cm⁻¹). A peroxidação lipídica foi avaliada medindo a concentração de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Buege; Aust, 1978). A quantidade de 

aldeídos formados foi calculada usando o coeficiente de extinção molar (ε532 = 1,56 × 10⁵ M⁻¹ 

cm⁻¹). A capacidade oxidante total foi avaliada usando o método de Erel, baseado nos oxidantes 

presentes na amostra, que oxidam o complexo íon ferroso-o-dianisidina para íon férrico. O íon 

férrico produz um complexo colorido com o alaranjado de xileno em meio ácido. A intensidade 

da cor foi medida espectrofotometricamente a 560/800 nm. O ensaio foi calibrado com peróxido 

de hidrogênio (H₂O₂), e os resultados foram expressos em termos de micromoles de H₂O₂ por 

grama de proteína (Erel, 2005). 

 

3.12.3 Análises da defesa antioxidante não enzimática 

A capacidade antioxidante total foi determinada usando o método de redução de ferro, 

conforme descrito por Benzie e Strain (Benzie; Strain, 1996). A concentração de GSH foi 

medida usando 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoato) (DTNB) seguindo o método espectrofotométrico, 

descrito por Beutler, Duron e Kelly (1963). A quantidade de GSH foi determinada usando o 

coeficiente de extinção molar conhecido de GSH (1,36 × 10⁴ M⁻¹cm⁻¹), e a concentração foi 

expressa por grama de proteína total. A concentração de ácido úrico foi medida usando um kit 

comercial (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil), usando uricase no ensaio para converter ácido 

úrico em alantoína e peróxido de hidrogênio (Trivedi et al., 1978). 

 

3.12.4 Análises da defesa antioxidante enzimática 

A atividade da SOD foi determinada espectrofotometricamente a 420 nm, medindo a 

taxa de inibição da autoxidação do pirogalol em um tampão Tris-HCl de 50 mmol/L (pH 8,2) 

contendo 1 mmol/L de ácido dietilenotriaminopentaacético (DTPA). Uma unidade de SOD foi 

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

em 50% (Marklund; Marklund, 1974). A atividade da CAT foi determinada a 240 nm, medindo 

a taxa de decomposição do peróxido de hidrogênio em um tampão fosfato de potássio de 50 

mmol/L (pH 7,0) (Aebi, 1984). As unidades de atividade enzimática foram determinadas 

usando o coeficiente de extinção molar do H₂O₂ (ε240 = 0,0394 mM⁻¹ cm⁻¹), onde uma unidade 

de atividade da CAT foi definida como a quantidade de enzima necessária para decompor 1 

mmol de peróxido de hidrogênio por minuto. A atividade da GPx foi determinada a 340 nm 
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usando o método que emprega peróxido de di-terc-butila como substrato da reação. O GSH é 

oxidado pela GPx, gerando glutationa oxidada (GSSG), que é então convertida de volta em 

GSH pela glutationa redutase (GR), consumindo uma molécula de NADPH nessa reação 

(Wendel, 1981). A atividade enzimática foi determinada monitorando o consumo de NADPH 

em um meio contendo tampão fosfato de sódio 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 sódio, 0,1 U/mL de GR, 1 mmol/L de GSH, 

0,5 mmol/L de peróxido de di-terc-butila e as amostras. A azida de sódio 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 extinção molar (ε340 = 6,2 mM⁻¹ cm⁻¹). 
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4 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Os dados paramétricos são apresentados como média ± desvio padrão. Os dados não 

paramétricos são apresentados como mediana e intervalo interquartil [IIQ]. Inicialmente, os 

dados foram analisados quanto à normalidade usando o teste estatístico de Shapiro-Wilk. Os 

dados paramétricos foram submetidos ao teste t de Student, enquanto os dados não paramétricos 

foram analisados usando o teste de Mann-Whitney. As correlações entre as concentrações de 

testosterona salivar e plasmática foram analisadas pelo coeficiente de correlação de Pearson. 

Para todas as análises, p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante. As análises 

estatísticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc.; 

La Jolla, CA, EUA). 
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5 RESULTADOS 

5.1 Concentração de testosterona plasmática e salivar 

O tratamento com CT por 6 semanas aumentou a concentração total de testosterona 

plasmática em 120% (p < 0,0001; Figura 6A) e a testosterona livre salivar em 140% (p < 0,01; 

Figura 6B) em comparação com o grupo controle. Houve uma correlação altamente 

significativa entre a testosterona plasmática e salivar, com um coeficiente de correlação de r = 

0,8095 (p = 0,0218).  

 

Figura 6 - Efeitos do tratamento com dose supra fisiológica de CT nas concentrações de 

testosterona plasmática e livre salivar de ratos Wistar 

 

Concentração de testosterona total plasmática (A) e testosterona livre salivar (B). Os dados foram 

expressos como média ± desvio padrão, n = 10 ratos/grupo. Os resultados foram comparados usando o 

teste t de Student. A correlação entre as concentrações de testosterona plasmática e salivar foi analisada 

pelo teste de correlação 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 fisiológica de CT no peso corpóreo 

inicial e final, consumo de água, comida, coeficiente de eficiência alimentar, 

atividade de AST e ALT, peso absoluto e relativo da próstata, glândulas 

parótidas e submandibulares e proteína total das glândulas 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 água não apresentou diferenças significativas entre 

os grupos, no entanto, o consumo de comida (p < 0,01), o coeficiente de eficiência alimentar (p 

< 0,0001) e o ganho de peso corporal final (p < 0,01) foram menores no grupo CT ao final do 

período de tratamento, quando comparado ao grupo controle (Tabela 1). O peso absoluto e 

relativo da próstata (p < 0,0001) e da próstata com vesícula seminal (p < 0,0001) aumentou 

significativamente em comparação ao grupo controle. O peso absoluto e relativo das glândulas 

parótidas não diferiu após o tratamento. Por outro lado, o peso absoluto (p < 0,01) e relativo (p 

< 0,001) da glândula submandibular aumentaram com o tratamento (Tabela 1). A concentração 

de proteína total nos homogeneizados das glândulas parótida e submandibular não diferiram 

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

e final, consumo de comida e água, coeficiente de eficiência alimentar, atividade de AST e 

ALT, peso absoluto e relativo da próstata, glândulas e proteína total tecidual 

Parâmetros 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 eficiência alimentar 

(g/kg) 
55,51 [49,80-65,86] 23,53 [18,63-24,32] #### 

Consumo de água 

(L/semana/grupo) 
1,15 ± 0,14 1,09 ± 0,05 

Peso corpóreo inicial (g) 433,4 ± 26,4 431,80 ± 25,31 

Peso corpóreo final (g) 504,80 ± 29,68 457,60 ± 31,02** 

Peso absoluto da próstata (g) 1,17 ± 0,24 2,08 ± 0,24**** 

Peso relativo da próstata 2,35 ± 0,52 4,63 ± 0,50**** 

Peso absoluto da próstata + vesícula 

seminal (g) 
2,99 ± 0,36 5,76 ± 0,40**** 

Peso relativo da próstata + vesícula 

seminal  
6,05 ± 0,82 12,86 ± 0,81**** 

Peso absoluto da glândula parótida 

(mg) 
333,2 ± 30,30 306,9 ± 37,44 

Peso absoluto da glândula 

submandibular (mg) 
332,0 ± 16,90 378,3 ± 61,71* 

Peso relativo da glândula parótida 0,05 ± 0,09 0,706 ± 0,08 

Peso relativo da glândula 

submandibular 
0,676 ± 0,02 0,834 ± 0,11*** 

Proteína total da glândula parótida 

(mg/g de tecido) 
25,82 ± 1,74 24,92 ± 1,99 

Proteína total da glândula 

submandibular (mg/g de tecido) 
32,63 ± 2,29 30,60 ± 2,22 

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão ou mediana e intervalo interquartil [IIQ], 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 não paramétricos foram 

comparados usando o teste de Mann-Whitney#. Para todas as análises, 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 fisiológica de CT nos parâmetros 

bioquímicos salivares 

A dose supra fisiológica de CT não alterou o fluxo salivar, o pH e a capacidade 

tamponante da saliva (Tabela 2). A concentração de proteína total aumentou significativamente 

no grupo CT (p < 0,001) em comparação ao grupo controle (Tabela 2). A atividade da enzima 

amilase salivar, normalizada pela proteína total, apresentou uma redução na atividade (p < 0,05; 

Tabela 2) em comparação ao grupo controle, enquanto a atividade da amilase não normalizada 

não demonstrou diferenças entre os grupos (Tabela 2). Houve uma diminuição nas 

concentrações de cálcio (p < 0,01), fosfato (p < 0,01) e potássio (p < 0,05) em comparação ao 

grupo controle (Tabela 2), não sendo observadas diferenças significativas nas concentrações de 

sódio e cloreto entre os grupos (Tabela 2). 

 

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

pH, capacidade tampão, proteína total, amilase, cálcio, fosfato, potássio, sódio e cloreto 

Parâmetros Controle CT 

Fluxo salivar (mL/min/kg de massa 

corpórea) 
0,39 ± 0,05 0,42 ± 0,04 

pH 9,27 ± 0,14 9,13 ± 0,14 

Capacidade tamponante (mL de ácido 

lático/mL de saliva) 
0,58 ± 0,05 0,58 ± 0,04 

Proteína total (g/L) 0,91 ± 0,12 1,13 ± 0,10*** 

Atividade da amilase (U/g de proteína 

total) 
6135 ± 700,1 5005 ± 1194* 

Atividade da amilase (U/dL) 56743 ± 714 56475 ± 10011 

Cálcio (mg/dL) 6,92 ± 1,13 5,35 ± 1,26** 

Fosfato (mg/dL) 2,83 ± 0,61 1,95 ± 0,60** 

Potássio (mmol/L) 4,69 ± 0,29 4,240 ± 0,53* 

Sódio (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 padrão, n = 10 ratos/grupo. Os resultados foram 

comparados usando teste t de Student não-pareado. Para todas as análises, valor de p < 0,05 foi 

considerado como estatisticamente significante (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 



36 

5.4 Efeitos do tratamento com dose supra fisiológica de CT nos parâmetros 

histomorfométricos das glândulas salivares 

A análise de H&E revelou alterações histomorfométricas entre os grupos. A Figura 7 

apresenta fotomicrografias da glândula parótida (A e B) e da glândula submandibular (F e G). 

As áreas acinares (Figura 7C) e ductais (Figura 7D) na glândula parótida foram semelhantes 

entre os grupos, enquanto o CT diminuiu a área do tecido conjuntivo (p < 0,05; Figura 7E). Em 

contraste, uma dose supra fisiológica de CT diminuiu significativamente a área acinar (p < 0,05; 

Figura 7H) e aumentou a área de túbulos convolutos granulares (p < 0,01; Figura 7I), enquanto 

as áreas 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 fisiológica de CT nos parâmetros 

histomorfométricos das glândulas parótida e submandibular de ratos Wistar 

 
Fotomicrografias da glândula parótida (A e B) e da glândula submandibular (F e G) e análises 

histomorfométricas da área acinar (C e H), área do ducto (D e J), área de túbulos convolutos granulares 

(I) e tecido conjuntivo (E e K). Os dados foram expressos como média ± desvio padrão, n = 10 

ratos/grupo. Os resultados foram comparados usando o teste t de Student não pareado. Para todas as 

análises, valor de p < 0,05 foi considerado como estatisticamente significante (*p < 0,05; **p < 0,01). 

Barra de escala 20 μm. Abreviaturas: tc, tecido conjuntivo; TCG, túbulos convolutos granulares. 

Símbolos: asterisco branco indica ácinos glandulares; asterisco preto indica ducto estriado; seta preta 

indica ducto intercalado. 
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5.5 Efeitos do tratamento com dose supra fisiológica de CT na imuno 

marcação para PCNA  

A localização imuno-histoquímica do PCNA foi prevalente nos núcleos das células 

acinares, em comparação com as células estromais e ductais da glândula parótida (8A e B) e 

glândulas submandibulares (Figura 8D e E). Na glândula parótida não houve diferenças 

estatisticamente significativas nas células PCNA+ (Figura 8C), enquanto na glândula 

submandibular a porcentagem de células PCNA+ foi maior no grupo CT, em comparação ao 

grupo controle (p < 0,001; Figura 3E). 

 

Figura 8 - Efeitos do tratamento com dose supra fisiológica de CT na imuno marcação 

para PCNA das glândulas parótida e submandibular 

 

Efeitos do tratamento com dose supra fisiológica de CT na coloração imuno-histoquímica de PCNA nas 

glândulas parótida e submandibular de ratos Wistar machos. Grupo controle de parótida (A), grupo CT 

(B) e gráfico de barras mostrando o número médio de células positivas para PCNA entre os grupos (C). 

Grupo controle submandibular (D), grupo CT (E) e gráfico de barras mostrando o número médio de 

células positivas para PCNA entre os grupos (F). As células PCNA+ foram contadas em 10 campos 

diferentes em cada seção sob ampliação de 400×. Barra de escala 20 μm. Os dados são expressos como 

média ± desvio padrão, n = 10 ratos/grupo. Os resultados foram comparados usando o teste t de Student 

não pareado. Para todas as análises estatísticas (*** p < 0,001). 
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5.6 Efeitos do tratamento com dose supra fisiológica de CT no dano oxidativo 

das glândulas salivares  

 O tratamento com CT aumentou a capacidade oxidante total nas glândulas parótida (p < 

0,05) e submandibular (p < 0,001; Figura 9A). Da mesma forma, houve um aumento nas 

concentrações de peroxidação lipídica nas glândulas parótida (p < 0,001) e submandibular (p < 

0,01; Figura 9B). No entanto, o tratamento não demonstrou danos significativos às proteínas 

nas glândulas parótidas, enquanto nas glândulas submandibulares houve um aumento no 

conteúdo de proteína carbonilada (p < 0,05; Figura 9C). 

 

Figura 9 - Efeitos do tratamento com dose supra fisiológica de CT nos marcadores do 

dano oxidativo 

 
Efeitos do tratamento com dose supra fisiológica de CT na capacidade oxidante total (A), TBARs (B) e 

proteína carbonilada (C) no homogenato das glândulas parótida e submandibular de ratos Wistar. Os 

dados foram expressos como média ± desvio padrão. Os resultados foram comparados usando teste t de 

Student não-pareado. Para todas as análises, 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 fisiológica de CT na defesa 

antioxidante não-enzimática das glândulas salivares 

O tratamento com CT aumentou significativamente a capacidade antioxidante total na 

glândula parótida (p < 0,0001), enquanto permaneceu similar em ambos os grupos na glândula 

submandibular (Figura 10A). Da mesma forma, na análise da concentração de ácido úrico, 

houve um aumento na glândula parótida (p < 0,01), mas nenhuma alteração foi observada na 

glândula submandibular (Figura 10B). Em contraste, a concentração de GSH apresentou um 

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

 

Figura 10 - Efeitos do tratamento com dose supra fisiológica de CT nos marcadores da 

capacidade antioxidante não - enzimática 

 
Efeitos do tratamento com dose supra fisiológica de CT na capacidade antioxidante total (A), ácido úrico 

(B) e GSH (C) no homogenato das glândulas parótida e submandibular de ratos Wistar. Os dados foram 

expressos como média ± desvio padrão. Os resultados foram comparados usando teste t de Student não-

pareado. Para todas as análises, 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 fisiológica de CT na defesa 

antioxidante enzimática das glândulas salivares 

O tratamento levou à intensificação da atividade de SOD no grupo CT em ambas as 

glândulas (p < 0,01; Figura 11A). O mesmo padrão de aumento foi observado na atividade de 

CAT (glândula parótida p < 0,0001; glândula submandibular p < 0,01; Figura 11B). No entanto, 

a atividade de GPx apresentou um aumento significativo na glândula parótida (p < 0,0001) e 

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

 

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

defesa antioxidante enzimática 

 
Efeitos do tratamento com dose supra fisiológica de CT nas atividades de SOD (A), catalase (B) e GPx 

(C) no homogenato das glândulas parótida e submandibular de ratos Wistar. Os dados foram expressos 

como média ± desvio padrão. Os resultados foram comparados usando teste t de Student não-pareado. 

Para todas as análises, valor de p < 0,05 foi considerado como estatisticamente significante (*p < 0,05; 

**p < 0,01; ****p < 0,0001). 
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6 DISCUSSÃO 

O estudo atual analisou os efeitos do tratamento com dose supra fisiológica de CT nos 

parâmetros bioquímicos salivares, histomorfometria, imuno-histoquímica e estado redox das 

glândulas parótida e submandibular de ratos Wistar. Após seis semanas de tratamento com uma 

dose semanal de CT, os principais resultados foram os seguintes: 1. CT induziu a elevação supra 

fisiológica nas concentrações de testosterona plasmática e salivar; 2. CT não alterou a taxa de 

fluxo salivar, pH ou capacidade tamponante; 3. CT reduziu as concentrações dos eletrólitos 

cálcio, fosfato e potássio na saliva; 4. CT aumentou os pesos absoluto e relativo apenas da 

glândula submandibular; 5. CT reduziu a área acinar e aumentou a área dos túbulos convolutos 

granulares na glândula submandibular; 6. CT intensificou a marcação de PCNA nas células 

acinares da glândula submandibular; e 7. CT promoveu dano oxidativo em ambas as glândulas. 

Os resultados indicam que a dose supra fisiológica de 20 mg/kg de CT promove danos 

funcionais, alterações histomorfométricas, estimula a proliferação celular, e induz dano 

oxidativo nas glândulas parótida e submandibular. Como resultado, a hipótese do trabalho foi 

confirmada. 

Assim como o enantato de testosterona, propionato e undecanoato, o cipionato é um 

éster solúvel em óleo com funções anabólicas e androgênicas, possuindo uma meia-vida de 

cerca de seis dias (Bi et al., 2018). Ele foi aprovado para comercialização pela Food and Drug 

Administration nos Estados Unidos da América, pelas agências reguladoras europeias 

responsáveis por produtos medicinais, e pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária no 

Brasil (ANVISA). A aplicação 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 lesões teciduais através de dano oxidativo no fígado (Sadowska-Krepa et al., 

2020), coração (Karbasi et al., 2018) e hipocampo de ratos (Joksimović et al., 2017). O 

protocolo terapêutico experimental utilizado foi eficaz em aumentar simultaneamente as 

concentrações de testosterona plasmática e salivar nos animais, consistente com achados 

clínicos anteriores que sugerem a saliva como um método não invasivo para análise da 

concentração de testosterona, uma vez que ela se correlaciona positivamente com as 

concentrações sanguíneas (Arregger et al., 2007; Khan-Dawood; Choe; Dawood, 1984; Rilling 

et al., 1996). Esses resultados também coincidem com o aumento dos marcadores de dano 

hepático, AST e ALT, que são 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 fisiológica de CT apresentaram peso corporal final 

menor, o que pode estar parcialmente associado à redução do apetite, ingestão de comida e 

coeficiente de eficiência alimentar (Heredia et al., 2007; Nunez, 1982; Shahraki; Mirshekari; 

Shahraki, 2015). Da mesma forma, consistente com nossos achados, doses supra fisiológicas 

de EAA parece não influenciar o consumo de água (Shahraki; Mirshekari; Shahraki, 2015; Yu-

Yahiro et al., 1989). Esses efeitos estão relacionados à dose, frequência e potência 

farmacológica dos diferentes EAAs. Em ratos foi demonstrado que a suplementação 

androgênica reduz o ganho de peso em animais tratados com decanoato de nandrolona 

(Lindblom et al., 2003; Magalhães 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 potássio 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 lipólise e reduzir a gordura 

corporal (Pergola, 2000; Petersson et al., 2014). O aumento dos pesos absoluto e relativo da 

próstata e vesícula seminal pode estar relacionado à hiperplasia prostática benigna induzida por 

EAA, como descrito em ratos tratados com 10 mg/kg de enantato de testosterona por 4 semanas 

(Saddick, 2021). Além disso, flutuações nas concentrações plasmáticas de testosterona podem 

apresentar desafios para órgãos como a próstata e vesícula seminal, que são ricos em receptores 

androgênicos. Esses desafios podem afetar seu crescimento, diferenciação e manutenção da 

função secretória (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 próstata e vesícula seminal, 

possivelmente induzido pela dose supra fisiológica de CT. 

O fluxo salivar, pH e capacidade tamponante foram semelhantes entre os grupos 

experimentais, apesar das perturbações no estado redox evidenciadas nas glândulas parótida e 

submandibular. A coleta de saliva foi realizada através da estimulação com pilocarpina, um 

agente parassimpaticomimético que ativa os receptores colinérgicos M1 e M3 das células 

acinares, induzindo um aumento no cálcio intracelular, que leva à secreção de saliva isotônica 

primária contendo água e cloreto de sódio (Narita et al., 2019; Proctor; Shaalan, 2021). 

Posteriormente, essa saliva se torna hipotônica após passar por modificações no sistema ductal, 

caracterizadas pela absorção de cloreto de sódio e secreção de bicarbonato e potássio (Petersson 

et al., 2014; Proctor; Shaalan, 2021). No presente estudo, a manutenção da secreção de sódio e 

cloreto na saliva em animais tratados com CT é consistente com o resultado do fluxo salivar, 



44 

indicando uma função secundária do ducto com aumento da reabsorção de potássio, cálcio e 

fosfato neste modelo experimental. Essas alterações na composição eletrolítica podem estar 

relacionadas, pelo menos em parte, ao aumento da área dos túbulos convolutos granulares, que 

se desenvolvem em ductos estriados e intercalados. Por outro lado, ratos orquiectomizados com 

deficiência de testosterona desenvolvem um aumento no fluxo salivar, aumentando a secreção 

salivar de cloreto, cálcio 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 

regulação da excreção e reabsorção de eletrólitos nas glândulas 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 tampão têm uma relação definida com a 

atividade cariogênica. Os sistemas tampão salivares, incluindo proteínas, fosfato inorgânico e 

o sistema ácido carbônico/bicarbonato, desempenham um papel crítico na manutenção de um 

equilíbrio ácido-base adequado e pH relativamente estável. Portanto, podemos sugerir que o 

aumento na secreção de proteína total poderia compensar a redução de fosfato em animais 

tratados com CT. Além disso, o aumento na secreção de bicarbonato na saliva estimulada 

também deve ser considerado, pelo menos em parte, como um componente chave na 

manutenção da capacidade tamponante salivar em nosso modelo experimental (Roussa, 2011). 

No entanto, a manutenção da taxa de fluxo salivar, pH e capacidade tamponante deve ser 

considerada com cautela, pois a redução na secreção de cálcio e fosfato, eletrólitos cruciais no 

equilíbrio dos processos de desmineralização e remineralização dentária (Llena-Puy, 2006), foi 

menor nos animais tratados, o que poderia refletir um risco maior de cáries dentárias. 

O aumento na concentração de proteína total na saliva induzido pelo CT pode ser 

considerado um reflexo do efeito anabólico da testosterona nas glândulas salivares, como 

também foi observado em outros tecidos andrógeno dependentes, como a vesícula seminal 

(Higgins; Burchell; Mainwaring, 1976), próstata (Mora; Prins; Mahesh, 1996), células 

cardíacas (Papamitsou et al., 2011) e músculos esqueléticos (Ustunel; Akkoyunlu; Demir, 

2003). As atividades da amilase salivar sugerem que este aumento na proteína total é devido ao 

aumento da síntese e secreção de proteínas não amilase, pois não identificamos diferenças na 

atividade da amilase entre os grupos, enquanto a atividade específica normalizada pela proteína 

foi menor no grupo tratado. No entanto, as concentrações de proteína total do tecido das 

glândulas parótida e submandibular foram semelhantes entre os grupos experimentais, o que 

pode ser uma consequência da secreção de proteínas salivares induzida pela pilocarpina. O 

aumento na secreção de proteína total na saliva dos ratos tratados coincide com o aumento na 
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área dos túbulos convolutos granulares nas glândulas submandibulares, estruturas exclusivas 

de roedores que são dependentes de andrógenos (Gresik, 1994). Essas estruturas são ricas em 

grânulos secretórios contendo proteínas e peptídeos biologicamente ativos, como proteína de 

choque térmico, fator de crescimento de fibroblastos, fator de crescimento semelhante à insulina 

e fator de crescimento nervoso (Miyaji; Aiyama; Kurabuchi, 2008; Thulesen et al., 2002; Zhou 

et al., 2010). A síntese e a quantidade de grânulos secretórios nos túbulos convolutos granulares 

estão diretamente relacionadas à concentração de testosterona (Hosoi; Nakamura; Ueha, 1977; 

Kaiho; Nakamura; Kumegawa, 1975). Maiores concentrações de proteína total salivar têm sido 

associadas a uma maior prevalência de cáries dentárias e doença periodontal (Kejriwal et al., 

2014; Shaila; Pai; Shetty, 2013; Tulunoglu; Demirtas; Tulunoglu, 2006), o que pode estar 

relacionado à formação pronunciada de uma película adquirida, consistindo em uma camada de 

proteínas e peptídeos salivares adsorvidos na superfície do dente, que serve como substrato para 

a adesão e colonização de bactérias orais (Chawhuaveang et al., 2021). Finalmente, nossos 

achados, quando comparados aos encontrados em ratos orquiectomizados, nos levam a sugerir 

que as glândulas parótidas são mais vulneráveis à deficiência de testosterona, levando a 

prejuízos na sinalização celular muscarínica (Busch; Borda, 2003) e adrenérgica (Busch; Borda, 

2002) e comprometimento na secreção de proteína total e amilase. 

Como observado neste estudo, as glândulas submandibulares de ratos eugonadais são 

capazes de responder à dose supra fisiológica de CT, como evidenciado pelo aumento no peso 

absoluto e relativo deste órgão. Em contraste, os efeitos estruturais do tratamento com CT nas 

glândulas parótidas foram limitados a uma redução no estroma, o que pode ser considerado uma 

consequência do leve aumento nas áreas de ácinos e ductos. Este resultado reforça a ideia de 

que os efeitos dos andrógenos na regulação da síntese e secreção de saliva nas glândulas 

parótidas podem ocorrer às custas de alterações celulares envolvendo ácinos, ductos e estroma. 

Por outro lado, os efeitos do CT nas glândulas submandibulares podem ser explicados, pelo 

menos em parte, pelo aumento na área dos túbulos convolutos granulares e, secundariamente, 

pela maior taxa de proliferação celular nos ácinos, como evidenciado pelo aumento na 

porcentagem de células positivas para PCNA. O aumento na área total dos ductos também foi 

considerado uma adaptação histológica responsável pelo aumento no peso absoluto e relativo 

das glândulas submandibulares em ratos machos eugonadais após a implantação subcutânea de 

testosterona cristalina (Valente-Santos et al., 2023). Esses efeitos correspondem à localização 

e maior prevalência de receptores de andrógenos nas glândulas 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 cânceres de glândulas salivares (Alves et al., 2004), o que levanta 

preocupações sobre o potencial risco carcinogênico do tratamento com CT nas glândulas 

submandibulares, pois a carcinogenicidade dos EAA está diretamente associada à indução da 

proliferação celular (Chimento et al., 2012; Souza et al., 2017). Nossa preocupação é reforçada 

por evidências de que o uso abusivo de EAA foi considerado um fator predisponente para a 

patogênese da sialometaplasia necrotizante em um jovem fisiculturista (Abdalla-Aslan et al., 

2020). 

A testosterona é capaz de elevar a taxa metabólica basal e, consequentemente, aumentar 

a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) estimulando as vias da xantina oxidase, 

NADPH oxidases (Chignalia et al., 2012), ciclooxigenase-2 (Chignalia et al., 2015) e 

promovendo disfunção mitocondrial. Além disso, pode estimular a geração de ânion superóxido 

e óxido nítrico, aumentando a produção de peroxinitrito e estimulando a apoptose 

(Puttabyatappa et al., 2013). Embora as glândulas salivares tenham um potente sistema de 

defesa antioxidante para manter o equilíbrio redox (Lasisi et al., 2021), foi observado dano 

oxidativo em ambas as glândulas salivares neste estudo, com marcadores elevados de 

capacidade oxidante total e peroxidação lipídica em ambas as glândulas, e danos proteicos 

apenas na glândula submandibular. De acordo com nossos achados, lesões teciduais e condições 

inflamatórias foram associadas ao aumento na produção de EROs na gordura retroperitoneal 

(Magalhães et al., 2020), rins e fígado (Dornelles et al., 2017) de ratos Wistar após altas doses 

de EAA. O aumento de EROs também foi evidenciado no córtex cerebral (Bueno et al., 2017) 

e fígado (Carvalho et al., 2020) de ratos Wistar tratados simultaneamente com undecilenato de 

boldenona e estanozolol, mostrando alterações comportamentais e dano hepático nos animais. 

Por outro lado, a redução na testosterona sanguínea em homens (Unluhizarci et al., 2020) e 

bezerros (Sezer et al., 2021) também foi associada a um aumento na capacidade oxidante total, 

indicando que flutuações extremas nas concentrações de testosterona aumentam a produção de 

espécies reativas de oxigênio. Da mesma forma, altas doses de EAA foram capazes de promover 

dano oxidativo lipídico em outros tecidos, com aumento nas concentrações de peroxidação 

lipídica no soro de ratos tratados com undecanoato de testosterona, o que foi associado a danos 

renais (Memudu; Dongo, 2023). Nos testículos (Saddick, 2021), rins (Salem; Alnahdi, 2020) e 

fígado (Pey et al., 2003) de ratos Wistar tratados com doses supra fisiológicas de EAA, foi 

identificado danos às funções desses órgãos, devido ao aumento na peroxidação lipídica. Além 

disso, o aumento na proteína carbonilada nos rins de ratos tratados com decanoato de 

nandrolona perturbou a homeostase redox deste órgão (Frankenfeld et al., 2014). As evidências 
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encontradas mostram que a dose supra fisiológica de CT utilizada promoveu dano oxidativo 

nas glândulas salivares, especialmente na glândula submandibular, que devido à presença de 

receptores de andrógenos se torna mais vulnerável em comparação com a glândula parótida. 

Portanto, as mudanças na composição da saliva também podem estar relacionadas ao dano 

oxidativo observado nas glândulas salivares. 

Embora o tratamento tenha aumentado os marcadores de dano oxidativo, tanto a 

capacidade antioxidante enzimática quanto a não enzimática também foram maiores em ambas 

as glândulas salivares dos grupos tratados, o que pode representar uma resposta compensatória 

ao estresse oxidativo leve a moderado induzido pelo CT. Em particular, a maior capacidade 

antioxidante total nas glândulas parótidas de ratos tratados com CT podem ser resultado do 

aumento de antioxidantes endógenos, como ácido úrico 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, o estanozolol causou aumentos simultâneos no 

dano oxidativo lipídico e GSH no fígado de ratos (Pey et al., 2003). Por outro lado, o aumento 

no dano oxidativo lipídico foi associado à redução na capacidade antioxidante total nos 

testículos (Tóthová et al., 2013) e no hipocampo (Habib Agahi; Mosallanejad; Salehi, 2022), 

bem como a concentrações mais baixas de GSH no fígado, rins (Dornelles et al., 2017), córtex 

cerebral e hipocampo (Bueno et al., 2017). As maiores concentrações de GSH nas glândulas 

salivares podem estar relacionadas à capacidade do CT de estimular a atividade da glutationa 

redutase, conforme observado no fígado de ratos tratados com uma combinação de testosterona 

sintética (Arazi; Mohammadjafari; Asadi, 2017). Por outro lado, a maior concentração de ácido 

úrico na glândula parótida pode refletir a estimulação da xantina oxidase pela testosterona 

(Olatunji; Areola; Badmus, 2018). No entanto, a capacidade antioxidante total e a concentração 

de ácido úrico permaneceram na glândula submandibular dos animais tratados, o que pode ser, 

pelo menos em parte, uma consequência da maior intensidade de estresse oxidativo induzido 

pelo CT, conforme evidenciado pelo aumento na proteína carbonilada, cuja maior concentração 

também foi relacionada à redução 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 diferenças nos protocolos experimentais, especialmente discrepâncias 

associadas às doses, vias e frequência de administração, bem como as propriedades tóxicas 

específicas devido a diferenças estruturais entre os diferentes EAAs. 

Da mesma forma, os diferentes padrões de mudanças em enzimas antioxidantes 

reforçam a relevância de diferentes modelos experimentais de intoxicação por EAA nos efeitos 
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biológicos dos tecidos e destacam a vulnerabilidade específica dos tecidos, como observado nas 

glândulas submandibulares de ratos tratados, onde a redução da GPx pode sinalizar o início do 

esgotamento antioxidante enzimático, apesar das atividades mais altas de SOD e CAT. A GPx 

é a enzima responsável por manter baixas as concentrações de H2O2, enquanto sua atividade 

tende a diminuir com o aumento das concentrações de H2O2 (Panday; Talreja; Kavdia, 2020; 

Pannala et al., 2014), o que é consistente com o aumento na capacidade oxidante total na 

glândula submandibular. Este resultado provavelmente está relacionado à maior expressão e 

padrão de distribuição de receptores de andrógenos nas glândulas submandibulares de ratos (Li 

et al., 2005; Manzato et al., 2021; Zhuang et al., 1996), tornando-as mais sensíveis à dose supra 

fisiológica de CT em comparação com as glândulas parótidas. Um resultado semelhante ao da 

glândula submandibular foi encontrado no fígado e rins de ratos tratados com undecilenato de 

boldenona, onde a redução da GPx foi associada a mudanças funcionais nesses órgãos (Behairy 

et al., 2021). Por outro lado, o dano hepático em ratos foi relacionado ao aumento das atividades 

de SOD, CAT e GPx após o tratamento com dose supra fisiológica de uma combinação de 

testosterona sintética (Arazi; Rahmati; Ghafoori, 2017) e estanozolol (Pey et al., 2003), 

enquanto o comprometimento renal em ratos foi relacionado à redução da atividade de SOD e 

CAT após uma dose semanal de decanoato de nandrolona (Salem; Alnahdi, 2020). Finalmente, 

os achados fortalecem a hipótese de que o aumento na defesa antioxidante nas glândulas 

salivares após o tratamento com CT não foi suficiente para proteger as glândulas salivares da 

disfunção caracterizada pela composição bioquímica da saliva comprometida em ratos. 

Apesar dos achados mencionados, o estudo apresenta algumas limitações: 1. O presente 

estudo explorou uma dose supra fisiológica de apenas um tipo de EAA em animais jovens e 

sedentários; o uso de esteroides com função predominantemente anabólica pode fornecer 

resultados diferentes; 2. O modelo experimental empregado pode não gerar os mesmos efeitos 

em animais adultos, idosos ou fêmeas; 3. Os achados podem diferir em animais submetidos a 

treinamento físico ou que recebem outras doses e formulações farmacêuticas de EAA; 4. O uso 

combinado de esteroides anabolizantes e por períodos mais longos também pode fornecer 

resultados diferentes. Portanto, pesquisas futuras são necessárias para validar os efeitos da dose 

supra fisiológica de EAA na saúde oral e sistêmica dos usuários. 
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7 CONCLUSÃO 

Os resultados indicam que a dose supra fisiológica de cipionato de testosterona é um 

fator de risco para a saúde oral e sistêmica dos usuários por promover distúrbios na composição 

da saliva, alterações histomorfométricas, ativação de vias de proliferação celular na glândula 

submandibular e dano oxidativo em ambas as glândulas salivares.  
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ANEXOS 

ANEXO A – PROTOCOLO DE APROVAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA 

NO USO DE ANIMAIS (CEUA) 
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ANEXO B – ARTIGO CIENTÍFICO PUBLICADO (EFFECTS OF A 

SUPRAPHYSIOLOGICAL DOSE OF TESTOSTERONE CYPIONATE 

ON SALIVARY GLAND FUNCTION IN ADULT MALE WISTAR RATS) 
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