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SANTOS, D. R. Impacto da orquiectomia e da terapia de reposi¢cao hormonal com
cipionato de testosterona no estresse oxidativo e funcdo secretora das
glandulas salivares de ratos Wistar. 2020. 53 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade
de Odontologia, Universidade Estatual Paulista, Aracatuba, 2020.

RESUMO

Apesar da comprovada capacidade datestosterona (T) em modular o estresse oxidativo
de forma tecido-especifica, pouco se sabe se as glandulas salivares estdo sujeitas a
essa modulacdo. O objetivo foi investigar os efeitos da orquiectomia (OQX) e da
terapiadereposicao hormonal (TRH) com T no estresse oxidativo e funcao secretora
das glandulas salivares. Ratos Wistar (3 meses de idade) foram randomizados em 3
grupos (n = 15 ratos/grupo): simulacéo de cirurgia (SHAM); OQX; e OQX tratado com
cipionato de testosterona (CT). A TRH com T foi realizada por via intramuscular,
semanalmente, com 10 mg/kg de massa corpérea de CT por 4 semanas, iniciando 4
semanas apos a OQX. Apds o tratamento, o fluxo salivar (FS) induzido por pilocarpina
foi coletada e as glandulas parotidas (PA) e submandibulares (SM) foram armazenadas
a -80 °C e submetidas a posteriores analises bioquimicas e histomorformétricas. O FS
e as concentracfes de calcio, fosfato e cloreto aumentaram no grupo OQX. Apds a
OQX diminuiram a proteina total (PT) e a atividade da amilase (AMI), enquanto nao
houve nenhuma alteracéo na capacidade tamponante, pH, sédio e potassio na saliva.
A concentracao de PT e atividade de AMI aumentaram no grupo CT, enquanto que as
concentracoes de fosfato e célcio reduziram na saliva em comparacdo com o grupo
OQX. Proteina carbonilada, substancias reativas ao acido tiobarbittrico, capacidade
antioxidante total, acido Urico e glutationa total aumentaram no grupo OQX em ambas
as glandulas salivares. Superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase
aumentaram apos a OQX na glandula SM, porém nenhuma alteracdo nas enzimas
antioxidantes foi observada na glandula PA. A area ductal e acinar diminuiram e a area
de tecido conjuntivo aumentou na glandula PA ap6s a OQX. A &rea ductal diminuiu e a
area acinar aumentou na SM, entretanto, ndo houve alteracdo na area de tecido
conjuntivo apos a OQX. A TRH com CT restaurou todos os parametros para niveis
proximos ao grupo SHAM. Conclui-se que a OQX modula o estresse oxidativo nas
glandulas salivares, e pode afetar a secre¢éo e composicao da saliva.

Palavras-chave: Saliva. Orquiectomia. Estresse oxidativo. Testosterona. Glandulas
salivares.
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ABSTRACT

Despite the proven ability of testosterone (T) to modulate oxidative stress in a tissue-
specific manner, little is known whether the salivary glands are subject to this
modulation. The objective was to investigate the effects of orchiectomy (ORX) and
hormone replacement therapy (HRT) with T on oxidative stress and secretory function
of the salivary glands. Wistar rats (3 months old) were randomized into 3 groups (n =
15 rats / group): surgery simulation (SHAM); ORX; and ORX treated with testosterone
cypionate (TC). HRT with T was performed intramuscularly (I.M.), weekly, with 10
mg/kg body weight of TC for 4 weeks, starting 4 weeks after ORX. After treatment, the
salivary flow (FS) induced by pilocarpine was collected and the parotid (PA) and
submandibular (SM) glands were stored at -80 °C and subjected to subsequent
biochemical and histomorformetric analyzes. FS and calcium, phosphate and chloride
concentrations increased in the ORX group. After ORX, total protein (TP) and amylase
activity (AMY) decreased, while there was no change in buffering capacity, pH, sodium
and potassium in saliva. The TP concentration and AMY activity increased in the TC
group, while the phosphate and calcium concentrations decreased in saliva compared
to the ORX group. Carbonylated protein, thiobarbituric acid reactive substances, total
antioxidant capacity, uric acid and total glutathione increased in the ORX group in both
salivary glands. Superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase increased
after ORX in the SM gland, but no changes in antioxidant enzymes were observed in
the PA gland. The ductal and acinar area decreased and the area of connective tissue
increased in the PA gland after ORX. The ductal area decreased and the acinar area
increased in SM, however, there was no change in the connective tissue area after
ORX. HRT with TC restored all parameters to levels close to the SHAM group. It is
concluded that ORX modulates oxidative stress in the salivary glands, and can affect
the secretion and composition of saliva.

Keywords: Saliva. Orchiectomy. Oxidative stress. Testosterone. Salivary glands.
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1 INTRODUCAO

A T, é um hormonio esteréide com atividade anabdlica, produzido pelas células
testiculares de Leydig e regulado pelo eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal
(SALERNO; CASCIO; BERTOZZI; SESSA et al., 2018). A partir dos 40 anos de idade
h&a um declinio de 1 a 2% ao ano na producdo de T, porém, esse declinio pode ser
acentuado em alguns casos, resultando em hipogonadismo clinico, também
denominado de andropausa ou hipogonadismo de inicio tardio (HUHTANIEMI, I. T.,
2014; REZAEI; AZADI; PAKZAD, 2018). Nesta condicéo, a diminuicdo dos niveisde T
sérica é frequentemente marginal, e o hipogonadismo pode ser devido a insuficiéncia
testicular priméaria (hipogonadismo primario) ou secundario devido a insuficiéncia
hipotalamo-hipofisaria (hipogonadismo secundario) (BHASIN; BRITO; CUNNINGHAM,;
HAYES et al., 2018; HUHTANIEMI, |., 2014; SHIN; PARK, 2019; YEAP; WU, 2019).

A sintomatologia caracteristica do hipogonadismo em homens engloba a
disfuncéo erétil, diminuicdo da atividade sexual e perda de libido, diminuicdo da forca
muscular, diminuicdo da disposicdo, ondas de calor, ginecomastia, diminuicdo do
volume testicular e fraturas de baixa energia (BAIN, 2010; DUDEK; KOZAKOWSKI,
ZGLICZYNSKI, 2017).

Dentre os diversos fatores que influenciam a satde bucal de homens, a variacao
dos niveis plasmaticos de testosterona (T) desponta como um fator de extrema
importancia, que até o momento foi pouco investigado. Em homens, a reducdo dos
niveis plasmaticos de T esta associada com a maior prevaléncia e agressividade da
doenca periodontal e da inflamacdo gengival (DALTABAN; SAYGUN; BOLU, 2006;
FAMILI; CAULEY; GREENSPAN, 2007; STEFFENS; WANG; STARR; SPOLIDORIO et
al., 2015).

Embora a caracterizacao clinica seja bem estabelecida, os sinais e sintomas do
hipogonadismo néo sédo especificos e podem ser modificados pela idade, estresse,
doencas pré-existentes, duracdo da deficiéncia androgénica e pela terapia prévia a
base de T (BHASIN; BRITO; CUNNINGHAM; HAYES et al., 2018; TAYLOR; PADILLA;
HERNANDEZ, 2017). Baixos niveis de T sao fortemente correlacionados comdisturbios
médicos, como baixa libido, disfuncdo sexual, perda de forga muscular, fadiga e
alteracdes cognitivas e de humor (BAIN, 2010). A diminui¢cdo dos niveis de T também
esta associada ao aumento de biomarcadores sistémicos da inflamacéo (BOBJER,;
KATRINAKI; TSATSANIS; LUNDBERG GIWERCMAN et al., 2013), doenca
cardiovascular (HAK; WITTEMAN; DE JONG; GEERLINGS et al., 2002), maior
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percentual de mortalidade (LAUGHLIN; BARRETT-CONNOR; BERGSTROM, 2008),

diabetes mellitus (STELLATO; FELDMAN; HAMDY; HORTON et al., 2000), sindrome
metabodlica (LAAKSONEN; NISKANEN; PUNNONEN; NYYSSONEN et al., 2004) e
risco de fratura 6ssea (MELLSTROM; JOHNELL; LJUNGGREN; ERIKSSON et al.,
2006). Estudo realizado com militares brasileiros com média de idade de 57 anos (24 a
87 anos de idade) confirmou que ha uma reducéo progressiva dos niveis séricos de T
em fungdo do aumento da idade em homens brasileiros saudaveis, apresentando uma
prevaléncia de 19,8% de hipogonadismo entre os participantes (NARDOZZA JUNIOR,;
SZELBRACIKOWSKI SDOS; NARDI; ALMEIDA, 2011).

Diante disto, a terapia de reposi¢cao hormonal (TRH) com T é recomendada com
0 objetivo primario de se atingir niveis plasmaticos de T dentro de um intervalo
considerado fisioldgico para reverter ou amenizar a sintomatologia de pacientes com
hipogonadismo (MIRONE; DEBRUYNE; DOHLE; SALONIA et al., 2017; NIESCHLAG,
2006). Os efeitos da TRH de andrégenos sdo bem evidenciados pelo aumento da
densidade 6ssea, aumento da massa magra, eritropoiese, melhora da libido, e também
tem demonstrado ter efeitos significativos nas propriedades anatémicas e fisiologicas
do tecido erétii (NIESCHLAG, 2006; SNYDER; BHASIN; CUNNINGHAM;
MATSUMOTO et al., 2016). Entretanto, € necessario uma avaliagdo prévia sobre qual
0 medicamento a ser utilizado e melhor meio de aplicacdo, pois injecées
intramusculares (IM) de ésteres de T de acdo curta podem produzir picos
suprafisioldgicos e reducao dos niveis de T enddgena(Bl; PERRY; ELLERBY; MURRY,
2018; NIESCHLAG, 2006).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) autoriza a comer-
cializacdo de medicamentos a base de T indicados para o tratamento do hipogonadismo
primario e secundario (ANVISA., 2017). Existem vérias formulacdes, as quais séo es-
colhidas de acordo com a necessidade do paciente e custo do tratamento. Entre varias
opcOes destaca-se o éster de T injetavel, cipionato de testosterona (CT). O CT é
frequentemente usado por via IM em veiculo oleoso, e apresenta propriedade
farmacodinamica de liberacdo rapida de T, 0 que leva a um menor tempo entre 0s
intervalos de aplicagBes. Deposteron® (CT, EMS Sigma Pharma LTDA, Brasil) € uma
das formulacdes de T disponiveis no mercado brasileiro, e demonstra ser eficiente em
aumentar o niveis de T e melhorar clinicamente pacientes hipogonadicos tardio
(andropausa) (HOHL; MARQUES; CORAL; WALZ, 2009).

A orguiectomia (OQX) apresenta-se como modelo animal puro e exclusivo de
hipogonadismo primario (SAKR; HUSSEIN; EID; ALKHATEEB, 2018). Em roedores,
niveis suprafisiolégicos de T e principalmente subfisiolégicas, podem influenciar na
densidade dssea mandibular (ARMADA; DE CASTRO BRASIL; ARMADA-DIAS;
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BEZERRA et al., 2018), no movimento ortodontico (KARAKIDA; ARAUJO; JOHANN;

CAMARGO et al., 2017), nareabsorcao 0sseainflamatdria no modelo experimental de
doenca periodontal (DE PAIVA GONCALVES; ORTEGA,; STEFFENS; SPOLIDORIO et
al., 2018) e no reparo 6sseo alveolar apos a extracdo dentaria (DE OLIVEIRA; DE
OLIVEIRA PUTTINI; SILVA GOMES-FERREIRA; PALIN et al., 2019). Diversos estudos
se limitam a contextualizar a influéncia da T no metabolismo 6sseo do periodonto,
negligenciando a importancia das glandulas salivares e da saliva na homeostase bucal.

Mudancas na composicdo bioquimica da saliva sdo associadas com a
predisposicdo da doenca periodontal, céarie e estomatites (BENCHARIT;
ALTARAWNEH; BAXTER; CARLSON et al., 2012; RUHL, 2012; TARTAGLIA;
GAGLIANO; ZARBIN; TOLOMEO et al., 2017). Asalivacontém uma mistura complexa
de eletrdlitos e proteinas com diferentes func¢fes biolégicas na digestédo, atividades
antimicrobianas, sensacao gustatéria, protecao, lubrificacdo e manutencdo da saude
bucal e geral (ILEA; ANDREI;, FEURDEAN; BABTAN et al.,, 2019). As glandulas
salivares maiores, paroétida (PA), submandibular (SM) e sublingual, sdo responsaveis
pela producdo de cerca de 90% da saliva nao-estimulada (KONDO; NAKAMOTO;
JARAMILLO; CHOI et al., 2015). Estas glandulas apresentam uma estrutura anatémica
semelhante entre humanos e roedores, consistindo em acinos e ductos (Figura 2.A e
B). Dependendo da glandula salivar, os acinos sao revestidos por combinacdes
variaveis de células epiteliais mucosas e serosas, rodeadas por células mioepiteliais,
localizadas entre a membrana plasméatica basal e a membrana basal acinar (AMANO;
MIZOBE; BANDO; SAKIYAMA, 2012). As secrecfes das células mucosas ficam
contidas nos granulos apicais, e quando secretadas, contribuem para a viscosidade da
saliva. Em contraste, as secrec¢des de células serosas incluem agua, amilase (AMI),
ions e proteinas (KONDO; NAKAMOTO; JARAMILLO; CHOI et al., 2015). Apo6s o
estimulo contratil, as células mioepiteliais forcam as secrecfes para o sistema ductal.
Em roedores, os trés principais acinos das glandulas salivares drenam para os ductos
intercalados intralobulares, que se conectam aos ductos estriados. Varios ductos
estriados drenam para um ducto interlobular. Desta forma, as secre¢des sado entao
drenadas para a excrecéo interlobular (RENEE R. HUKKANEN, 2018).

Figura 1. Imagem ilustrativada posi¢do anatdmica das glandulas salivares em humanos
(A) e roedores (B)
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Glandula parétida Glandula pardtida

Glandula sublingual — Glandula sublingual

Glandula submandibular Glandula submandibular

Fonte: (MARUYAMA; MONROE; HUNT; BUCHMANN et al., 2019)

Tanto a glandula PA humana quanto a dos roedores sdo compostas de acinos
serosos (Figura 1. A e B). O acino é composto por células serosas secretoras que
contém muitos granulos com perfil elétron-lucente e estdo situadas no citoplasma
supranuclear. Essas células tém um reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido
na regiao infranuclear e sdo circundadas por células mioepiteliais (Figura 2. A e B)
(AMANO; MIZOBE; BANDO; SAKIYAMA, 2012).

Os acinos das glandulas SM em roedores sdo formados por células serosas e
mucosas (Figura 3. A e B). As células acinares piramidais altas sao basofilicas com
ndcleos basais e podem conter goticulas de mucina citoplasmatica apical. Em roedores,
o sistema ductal das glandulas SM é morfologicamente Unico, contendo tubulos
convolutos granulares (TCGs) revestidos por epitélio colunar alto, conectando os ductos
intercalados relativamente curtos com os ductos estriados (AMANO; MIZOBE; BANDO;
SAKIYAMA, 2012). Os TCGs sao sexualmente dimorficos em roedores, com ductos
masculinos caracterizados por um diametro maior do que ductos femininos. Com o
envelhecimento, esses ductos ocupam uma porcentagem maior da glandula de
roedores machos, contendo granulos secretores proeminentes de cor rosa brilhante
(RENEE R. HUKKANEN, 2018). Este dimorfismo sexual € dependente de horménios,
pois as células epiteliais sédo sensiveis a T. Em ratos mais velhos de ambos os sexos,
o sistema ductal da glandula SM contém oncocitos ocasionais, que sao caracterizados
por citoplasma eosinofilico granular contendo mitocéndrias abundantes (Figura 3. A e
B) (AMANO; MIZOBE; BANDO; SAKIYAMA, 2012; RENEE R. HUKKANEN, 2018).

Figura 2. Cortes histolégicos da glandula PA de camundongo (A) e humano (B)



Fonte: (RENEE R. HUKKANEN, 2018)

Cortes histoldgicos da glandula PA de camundongo (A) e humano (B), coradas com hematoxilina e
eosina. (Figura A): Os ductos intercalados da glandula PA (setas) sdo revestidos por epitélio cubdide,
em contraste com o ducto estriado (ponta de seta), revestido por epitélio colunar. Os &cinos da glandula
PA em roedores sao serosos com granulos zimogénicos citoplasméaticos apicais que se coram de rosa.
No corte histologico da glandula PA humana (Figura B), cada ducto intercalado (seta) é revestido por
epitélio cubdide e desagua em um ducto estriado maior. Os acinos da glandula PA sao
predominantemente serosos e contém granulos citoplasmaticos abundantes.

Figura 3. Corte histolégico da glandula SM de camundongos macho (A) e fémea (B)

# intercalar

“Tdabulo convoluto”
=+ granular

Tuabulo convoluto
SN granular

Fonte: (RENEE R. HUKKANEN, 2018)

Cortes histolégicos da glandulas SM de camundongos macho (A) e fémea (B), coradas com
hematoxilina e eosina. (Figura A): as células dos TCGs na glandula SM sao maiores, com citoplasma
granular rosa mais proeminente que nas fémeas. (Figura B): Observe a presenca da glandula sublingual
(SL). A imagem mostra o maior nimero de acinos na glandula SM de fémeas com nucleos localizados
na base e mucina apical. A glandula SL é indicada.

Por sua vez, as glandulas salivares capturam ativamente, metabolizam e secretam
andrégenos na saliva, cujos os niveis refletem a concentragéo de T circulante livre no soro
(LOOD; AARDAL-ERIKSSON; WEBE; AHLNER et al.,, 2018). Embora seja bem
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constatado que a producéo, secrecao e a composi¢cao bioquimica da saliva sdo alteradas

por condicOes fisioldgicas e patoldgicas, locais ou sistémicas (NUNES; MUSSAVIRA,
BINDHU, 2015; PEDERSEN; SORENSEN; PROCTOR; CARPENTER et al., 2018),
ainda ndo esta claro os possiveis efeitos da OQX e TRH no fluxo, pH, capacidade
tamponante e na composicao bioquimica da saliva, apesar de evidéncias demonstrarem
gue a deficiéncia de T alteram as estruturas acinares e ductais das glandulas salivares.

A OQXreduz significativamente a expressao de receptores de androgénio (RA) nas
glandulas salivares (LI; YAO; LIANG; WANG et al.,, 2005). Nas glandulas SM de
roedores, a OQX causa extensa involucéo das células dos TCGs devido a conversao do
fendtipo em células do ducto estriado (ADTHAPANYAWANICH; KUMCHANTUEK;
NAKATA; YAMAMOTO et al., 2015). Essas alterac6es morfoldgicas envolvem alteracdes
na expressao de proteinas do citoesqueleto, fatores de transcricdo, fatores de
crescimento, receptores de proteina tirosina fosfatase e  proteases
(ADTHAPANYAWANICH; KUMCHANTUEK; NAKATA; YAMAMOTO et al., 2015; ONO
MINAGI; SARPER; KUROSAKA; KUREMOTO et al., 2017; YAMAMOTO; NAKATA;
KUMCHANTUEK; ADHAPANYAWANICH et al., 2018). Estudos ex vivo também
mostraram que OQX altera a regulagéo autonémica da glandula PA, reduzindo a liberacéo
de AMI enquanto que a TRH foi capaz de restaurar a liberacdo de AMI (BUSCH; BORDA,
2003a; BUSCH; STERIN-BORDA; BORDA, 2002).

As glandulas salivares possuem um sistema de defesa antioxidante abrangente,
que inclui componentes enzimaticos, como a superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx) e a tiorredoxina redutase, e ndo enzimaticos, como
as vitaminas A, C e E, além de carotendides, lipidios, glutationa (GSH), acido arico
(AU), albumina, entre outros (HALLIWELL, 2007). O desequilibrio desse sistema de
defesa antioxidante nas glandulas salivares de roedores frente a diferentes tipos
estressores esta associado a disfuncbes das glandulas salivares, como visto apos a
exposicdo a radiacdo ionizante (CAKMAK KARAER; SIMSEK; YILDIZ; VARDI et al.,
2016), diabetes (ZUKOWSKI; MACIEJCZYK; MATCZUK; KUREK et al.,, 2018) e
periodontite experimentais (EKUNI; ENDO; IRIE; AZUMA et al., 2010). Porém, pouco
se sabe sobre o papel do T na modulag&o do estresse oxidativo nas glandulas salivares.

A OQX aumenta o dano oxidativo no cérebro (SON; LEE; KIM; KIM et al., 2016)
e em células endoteliais (KATAOKA; HOTTA; MAEDA; KIMURA, 2017). No entanto, na
prostata, a exposicao a altas doses de T reduz a atividade de SOD, CAT, GPx e a
concentracdo da GSH, resultando em aumento da concentracdo de substancias
reativas ao acido tiobarbittrico (TBARs), marcador classico de dano oxidativo lipidico
(JENA; VASISHT; SHARMA; KAUR et al., 2016; KUMAR; YADAV; DATTA; SINGH et
al., 2011; SHOIEB; ESMAT; KHALIFA; ABDEL-NAIM, 2018; WU; GU; LI, 2017). Por
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sua vez, o aumento das concentragdes teciduais de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina, um

marcador de dano oxidativo ao acido desoxirribonucleico na glandula SM e na prostata,
apos implante subcutdneo de T, sugere a existéncia de semelhancas entre esses
tecidos com relacdo ao efeito da T, que vao além dos parametros morfologicos e
fisiolégicos (WHELAN; LU; FRIDMAN; WOLF et al., 2010). Porém, na contraméo do
que é descrito para a préstata, ainda nao foram caracterizados os efeitos da OQX e da
TRH na defesa antioxidante enzimética e ndo-enzimatica, bem como nos produtos de

dano oxidativo das glandulas salivares.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar em ratos Wistar os efeitos da OQX e da TRH com CT no estresse

oxidativo e funcao secretora das glandulas salivares.

2.1.1 Objetivos especificos

Para responder a proposi¢ao e cumprir nosso objetivo geral, foram propostas as

seguintes estratégias:

+ Avaliar o efeito da OQX e TRH nos niveis plasmaticos de T, massa relativa
da prostata e vesicula seminal, massa corpGrea (mc), consumo alimentar e
agua, massa relativa glandular, bem como a concentragéo de proteina total (PT)

no homogenato das glandulas PAe SM;

+ Avaliar os aspectos histomorfométricos das glandulas PAe SM por meio da

coloracao de hematoxilina & eosina (H&E).

+ Avaliar o fluxo salivar (FS), capacidade tamponante, pH, concentracdo de PT,
atividade da AMI, bem como a concentragéo de célcio, fosfato, cloreto e potassio
na saliva, por meio da inducdo da salivacdo com pilocarpina em animais sob
anestesia geral;

+ Avaliar o dano oxidativo lipidico no homogenato das glandulas PA e SM, por
meio da dosagem da concentracdo de proteina carbonilada (PC) e substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS);

+ Avaliar a defesa antioxidante ndo enzimatica das glandulas PAe SM por meio
das dosagens da capacidade antioxidante total ndo-enziméatica, acido urico

(AU) e glutationa (GSH) nohomogenato;

+ Avaliar a defesa antioxidante enzimatica das glandulas PAe SM por meio das

enzimas SOD, CAT e GPx nohomogenato.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e aspectos éticos

O uso de animais e os procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, S&0
Paulo, Brasil (Protocolo de Autorizacdo n® 956-2018). Um total de quarenta e cinco ratos
Wistar machos (Rattus norvegicus albinus, 3 meses de idade) foram alojados em uma
sala com controle de temperatura (22 + 2 °C), umidade (55% = 10%) e (12/12h) ciclo
claro/escuro) luminosidade (07h00-19h00) e alimentacdo padrdo (Labina Purina,
Paulinia, SP, Brasil). Os animais tiveram livre acesso a comida e agua. A massa

corpoérea, ingestao de alimentos e agua foram avaliadas duas vezes por semana.

3.2 Delineamento experimental

O fluxograma esquematico do delineamento experimental do estudo pode ser
observado na Figura 4. Apds o periodo de aclimatacéo (sete dias), os animais foram
estratificados por massa corpérea (mc) e, em seguida, distribuidos aleatoriamente em
trés grupos da seguinte forma (n = 15 ratos/grupo): grupo SHAM, os quais os testiculos
foram expostos (incisdo da pele do escroto), mas ndo removidos e apds 4 semanas
receberam injecbes intramusculares (IM) de solucdo salina/semanalmente por 4
semanas; grupo OQX, os ratos foram orquiectomizados e ap0s 4 semanas receberam
injecdes IM de solucdo salina/semanalmente por 4 semanas (TEK; BALLI; CIMEN;
EFESOY et al., 2010); grupo CT, os ratos foram orquiectomizados e ap6s 4 semanas
receberam injecdes IM de 10 mg/kg/semanalmente de cipionato de testosterona (CT,
Deposteron®, EMS Sigma Pharma LTDA, Brasil) durante 4 semanas (UBELS;
VEENSTRA,; DITLEV; INGERSOLL, 2003). Dez animais foram destinados as analises
bioquimicas e 5 animais tiveram suas glandulas salivares encaminhadas para
processamento histologico e posterior analise histomorfométrica. De acordo com o
calculo do poder do teste, a inclusdo de cinco animais seria suficiente para detectar
uma diferenca estatisticamente significativa de 30% na area de ductos (JEZEK;
BANEK; BANEK, 1996) entre as amostras com um poder de 80% a um nivel de
significancia de 5%. O tamanho amostral foi calculado usando o OpenEpi

(http://lwww.openepi.com/Menu/OE Menu.htm).

A dose de CT e o regime de tratamento foi baseado em protocolos descritos na
literatura. Quatro semanas ap0s a orquiectomia € o tempo suficiente para reduzir as
concentragdes plasmaticas de T (BUSCH; BORDA, 2003a; DE PAIVA GONCALVES,;


http://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm
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ORTEGA; STEFFENS; SPOLIDORIO et al., 2018) e também para induzir alteracdes

morfofisioloégicas nas glandulas salivares em roedores conforme descrito previamente
(CHEN; ZOU; ZHANG; XU et al., 2016).

Figura 4. Fluxograma esquematico do estudo

4 semanas 8 semanas

7 dias
SHEl) s b 1
gax e b 1
R t pomemnmm oo 1
_________ Cirurgia de OQX e/ou cirurgia ficticia (SHAM) —eee——e--Sem tratamento pesasssane IBH com/ G

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)

3.3 Protocolo de orquiectomia

Para a cirurgia de OQX, todos os animais foram anestesiados com uma
mistura de cloridrato de cetamina (Dopalen®, Sespo Industria e Comércio Ltda., Sdo
Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (Anasedan®, Sespo Industria e Comércio Ltda,
Séao Paulo, Brasil) (75 e 10 mg/kg de mc, IM, respectivamente). A seguir foi realizada a
antisepsia com iodeto de polivinilpirrolidona. Na sequéncia foi realizada incisdo mediana
anterior no escroto, abertura da tunica vaginal e exteriorizacdo dos testiculos. Os
funiculos espermaticos foram apresentados, com concomitante individualizacdo e
lagueamento do ducto deferente e do pediculo vascular com fio de Nylon 5.0, e entédo
seccionados. Os animais do grupo SHAM, foram submetidos a cirurgia ficticia, somente
com exposi¢cao dos testiculos e suturas, para compartilhar do mesmo estresse que 0s
demais grupos. Todos os ratos receberam medicacéo analgésica (cetoprofeno 5 mg/kg
mc, SC, Ketoflex, Mundo Animal, SP, Brasil) para alivio da dor no pés-operatorio e
combinacao de benzilpenicilina e sais de estreptomicina (0,2 mL/kg mc, IM, Pentabidtico,
Fort Dodge®, Campinas, SP, Brasil). Ap0s a cirurgia, os animais foram mantidos

separados para recuperacgdo durante 1 semana.

3.4 Coleta da saliva, fluxo salivar, pH e capacidade tamponante
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Ao final do periodo de tratamento, os animais foram novamente anestesiados,
conforme descrito anteriormente, e o FS foi estimulado com nitrato de pilocarpina (5
mg/kg de mc, IP, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). Os animais foram colocados em
uma prancha inclinada, e a saliva coletada em frascos previamente pesados e
mantidos em gelo por 10 min, contados desde a primeira gota de saliva. O volume de
saliva foi calculado pela diferenca de peso entre o frasco cheio e vazio, considerando a
densidade da saliva como 1 g/mL (ELIAS; DOS SANTOS; SASSAKI; DELBEM et al.,
2006). O FS foi calculado considerando a quantidade de saliva coletada por minuto e o
peso do animal (quilograma). Foi expresso em mililitros de saliva por minuto por 100 g
de mc A saliva foi fracionada e armazenada (-80 °C) até o dia da analise laboratorial. O
pH e a capacidade tamponante foram avaliados imediatamente apds a coleta. O pH
salivar foi medido em amostras de saliva com eletrodo especifico (Analyzer, Sédo Paulo,
SP, Brasil) conectado a um pHmetro (Thermo Fischer, Orion 720A, MA, EUA),
previamente calibrado. A capacidade tamponante foi calculada pelo método
titulométrico, de acordo com o volume de acido latico (0,1 mol/L) utilizado para reduzir o
pH salivar para 4,0 e foi expresso em mL de &cido latico (PICCO; COSTA; DELBEM,;
SASSAKI et al., 2012).

3.5 Coleta e armazenamento de amostras de tecido e sangue

Posteriormente, os animais foram submetidos a eutanésia por exsanguinacao
por puncéo cardiaca, sempre pelamanha (9h as 11h) para minimizar os efeitos do ritmo
circadiano, as glandulas PA e SM esquerda e direita foram imediatamente retiradas,
secas e pesadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C, até o
momento da utilizacdo. Amostras de sangue foram coletadas durante a puncéo cardiaca
e o plasma foi obtido apés centrifugacao por 10 minutos a 4 °C e armazenado a -80
°C. A eficicia da OQX foi confirmada pela avaliagdo da massa da prostata e vesicula

seminal ao final do experimento.

3.6 Parametros bioquimicos

Todos os reagentes para 0s ensaios bioquimicos foram obtidos na Sigma-
Aldrich, Alemanha/EUA. A absorbéancia foi medida usando espectrofotbmetro UV-Vis
(U-2000, Hitachi, Japéo) e espectrofotdmetro leitor de microplacas (PowerWave 340,
BioTek, EUA). Todas as determinacbes foram determinadas em duplicata e
padronizadas pelo conteudo de PT. A normalizagdo pela PT possibilitou avaliar as
diferencas na proporcao de analitos bioquimicos presentes na saliva e homogenatos
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de tecido.

3.6.1 Ensaio quimioluminescente de testosteronaplasmatica

Os niveis plasmaticos de T total foram medidos usando imunoensaio quimiolumi-
nescente de microparticulas com um analisador de imunologia Architect i1000 (Abbott
Laboratories, North Chicago, IL, EUA) de acordo com as informacdes do fabricante.

Os dados foram expressos emng/dL.

3.6.2 Anélise bioquimica salivar

A concentragdo de PT foi determinado usando o método de Hartree-Lowry
(HARTREE, 1972), usando albumina de soro bovino como padrao. A atividade de AMI
foi determinada pela reacéo de cor do amido-iodo conforme descrito anteriormente em
detalhes (NAGY; BARTA; VARGA; ZELLES, 2001) utilizando kit comercial (Bioclin,
Belo Horizonte, MG, Brasil). Uma unidade (U) de atividade foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 10 mg de amido em 30 minutos de
reacao nas condi¢cdes do ensaio descrito.

Kits colorimétricos comerciais foram usados para quantificar célcio, fosforo e
cloreto (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil) seguindo as recomendacdes dos fabri-
cantes para cada teste. O sédio e o potassio foram determinados por analisador de
eletrdlitos ion seletivo (9180, Electrolyte Analyzer, Roche®). Os valores de eletrélitos

foram expressos em mmol/L.

3.7 Processamento histologico e analise histomorfométrica

As glandulas salivares, obtidas de 5 animais por grupo, foram fixadas em
solucdo de formalina neutra tamponada 10%, pH 7,4 por 24 horas. ApGs a fixacdo, o
material foi submetido ao processo de desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em
parafina. Para avaliacdo da morfologia das glandulas salivares, cortes de cinco
micrémetros foram corados com H&E. Um histologista certificado, calibrado e cego para
0s tratamentos, realizou a analise histomorfométrica. As imagens foram capturadas por
uma camera digital (Olympus, XC50, Toquio, Japéo) acoplada a um microscopio de
luz (Olympus, BX53, Toquio, Japdo) com aumento original de 400x. Foram obtidas seis

fotomicrografias de dois cortes histoldgicos de cada glandula. A &rea total das glandulas

salivares foi medida (umz) com o software Image J, (ImageJ, National Institutes of
Health, USA, versédo 1.50i) usando a ferramenta “free hands” para delimitar as areas

ocupadas por estruturas parenquimatosas (TCGs, ductos e acinos). A area de tecido
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conjuntivo foi considerada a area total da imagem menos a area do parénquima. A area

total da imagem foi quantificada em 100% e apds a média da &rea das 6 imagens, 0s
valores resultantes foram submetidos a uma regra de trés para calcular a porcentagem
de cada estrutura analisada (BERTOLDO; ETCHEBEHERE; FURTADO; FARIA et al.,
2019; MONTEIRO; D'EPIRO; BERNARDI; FOSSATI et al., 2017).

3.8 Andlise bioquimica das glandulas salivares

3.8.1 Preparacao do homogenato das glandulas salivares

No dia da analise bioquimica, as glandulas salivares foram descongeladas em
gelo e lavadas em solucéo salina gelada (NaCl 0,9%, m/v). O homogeneizador
Potter-Elvehjem (modelo MA 099; Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) foi usado para
preparar os homogenatos das glandulas a 5% em tampéao fosfato de sodio 50
mmol/lL (pH 7,4) contendo 0,2% (v/v) de Triton X-100, &cido
dietilenotriaminopentacético (DTPA) 10 mmol/L e fluoreto de fenilmetanossulfonil 2
mmol/L (PMSF). Oshomogenatosforam centrifugados a 10.000 rpm por 10 min a 4
°C usando uma centrifuga Eppendorf R 5810 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O
sobrenadantefoicoletado, aliquotadoe armazenado a 80 °Cpor menos de 2 semanas
para posterior andlise de PT, proteina carbonilada (PC), TBARs, capacidade
antioxidante total (FRAP), &cido urico (AU), SOD, CAT e GPx. Os sobrenadantes
para serem usados para determinacdo da GSH foram preparados em 5% (m/v)de
acidotricloroacético (TCA) contendo 2 mmol/Lde acido dietilenotriaminopentaacético
(EDTA), centrifugado a4000rpm por10mina4°C.

3.8.2 Determinacdo do dano oxidativo proteico e dano oxidativo lipidico

A concentracdo de PC foi quantificada usando o método alcalino 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) (MESQUITA; OLIVEIRA; BENTO; GERALDO et al., 2014).
O conteudo de carbonil foi calculado, usando o coeficiente de extingdo molar (€450 =
22.308 Mt cm™). A peroxidacdo lipidica foi avaliada por meio da concentragdo de
TBARs (BUEGE; AUST, 1978). A quantidade de aldeidos formados foi calculada pelo

coeficiente de extingdo molar (¢532 = 1,56 x 105 Mt cm?).

3.8.3 Defesa antioxidante ndo-enziméatica

A capacidade antioxidante total foi determinada espectrofotometricamente por
meio da FRAP, conforme descrito anteriormente por Benzie e Strain (BENZIE; STRAIN,
1996). Os resultados foram calculados utilizando uma curva padrdo com diferentes
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concentracdes de solugdes de FeSOa. A concentracdo de GSH (GSH reduzida + GSSG

oxidada) foi determinada espectrofotometricamente por um ensaio ligeiramente
modificado, como descrito anteriormente (AKERBOOM; SIES, 1981). Os
sobrenadantes acidos foram adicionados a um meio contendo 100 mmol/L de tamp&o
fosfato de potassio (pH 7,5), 2 mmol/L de EDTA, 0,6 mmol/L 5,5'-ditiobis (acido 2-
nitrobenzodico) (DTNB), 0,2 mmol/L de NADPH e 0,5 kU/L de glutationa redutase; a
quantificacdo dos niveis foi baseada na curva padrdo de GSH. A concentracdo de AU
foi mensurada com um kit comercial (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil). A uricase foi
usada no ensaio para transformar o AU em alantoina e perdxido de hidrogénio
(TRIVEDI; REBAR; BERTA; STONG, 1978).

3.8.4 Determinacdo da defesa antioxidante enzimatica

A atividade da SOD foi determinada espectrofotometricamente (420 nm)
mensurando a taxa de inibicdo da autoxidacéo do pirogalol em 50 mmol/L de tampéo
Tris-HCI (pH 8,2), contendo 1 mmol/L de acido dietilenotriamina pentacético (DTPA).
Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir
a taxa de autoxidagao do pirogalol em 50% (MARKLUND; MARKLUND, 1974).

A atividade da CAT foi determinada espectrofotometricamente (240 nm)
medindo a taxa de decomposi¢do do perdxido de hidrogénio em tampéo fosfato de
potassio 50 mmol/L (pH 7,0) (AEBI, 1984). As unidades da atividade da enzima foram
determinadas usando o coeficiente de extingdo molar de H202 (€240 = 0,0394 mM- cm-
D). Uma unidade de atividade da CAT foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para decompor 1 mmol de peréxido de hidrogénio por 1 minuto.

A atividade da GPx foi determinada pelo método que utiliza o perdxido de di-terc-
butila como substrato da reacao, ocorrendo oxidacédo da GSH pela GPx gerando GSSG,
gue é convertido em GSH pela glutationa redutase (GR), consumindo nessa reacao
uma molécula de NADPH (WENDEL, 1981). A atividade da enzima foi determinada
espectrofotometricamente monitorando o consumo de NADPH a 340 nm em meio
contendo 50 mmol/L de tampéao fosfato de sddio (pH 7,5), 1 mmol/L de EDTA, 0,1
mmol/L de NADPH, 0,4 mmol/L de azida de sédio, 0,1 U/mL de GR, 1 mmol/L de GSH,
0,5 mmol/L de peréxido de terc-butila e amostras. A azida de sodio foi usada para
bloquear a atividade da catalase. Uma U da atividade da GPx foi definida como 1 mmol
de NADPH consumido por minuto, usando o coeficiente de extingado molar (¢340 = 6,2

mM~1 cm™).

3.9 Analise estatistica
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Todos os dados foram analisados em duplicata, expressos como média + padréo
e analisados quanto ao desvio da normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov), e
submetidos a analise estatistica ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Para todos os
testes, foi fixado em 5% (p < 0,05) o nivel de rejeicao da hipétese de nulidade, e todas
as analises foram realizadas com o software GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software,Inc.; La Jolla, CA, EUA).

4 RESULTADOS

4.1 Niveis plasmaticos de T, massa relativa da prostata e vesicula
seminal, massa corporea, ingestdao de racdo e agua, massa

relativa e concentracdo de PT das glandulas salivares

Os niveis plasméticos de T reduziram significativamente apds a OQX (p <0,001),
sendo indetectavel por imunoensaio comparado ao grupo SHAM. As massas relativas
da prostata e prostata associada a vesicula seminal foram substancialmente reduzidas
comparando os grupos OQX versus SHAM (p < 0,0001). A TRH com CT aumentou 0s
niveis plasmaticos de T (p < 0,001), bem como as massas relativas da préstata e
prostata associada a vesicula seminal em comparagédo com grupos SHAM (p < 0,001)
e OQX (p <0,0001) (Tabelal).

Ao final do experimento, o grupo OQX apresentou menor ganho de massa
corpéreaemcomparacdo ao grupo SHAM (p <0,001); por suavez, nogrupo CT houve
aumento parcial damassa corporeafinal comparadoao grupo OQX (p < 0,01) (Tabela
1). Aingestao de racao foi significativamente menor no grupo OQX em relagéo ao grupo
SHAM (p <0,01). ATRH com CT resultou no aumento parcial daingestao de racdo em
comparacédo ao grupo OQX (p < 0,05). Nao houve diferenca significante na ingestao
de agua entre os grupos, bem como néao foi encontrada diferencas estatisticamente
relevante na massa relativa da glandula PA entre os grupos. Nao foram observadas
diferencas na massa relativa da glandula SM entre o grupo OQX versus SHAM, no
entanto, a TRH com CT aumentou a massa relativa da glandula SM em relacdo aos
grupos SHAM (p <0,001) e OQX (p <0,0001) (Tabela 1). A concentracéo de PT no
homogenato da glandula PAfoi semelhante entre os grupos, enquanto este parametro foi
significativamente menor na glandula SM do grupo OQX comparado ao grupo
SHAM (p <0,01). A TRH aumentou a concentracao de PT, a qual retornou a valores
semelhante ao grupo SHAM (p <0,0001) (Tabela 1).
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Tabela 1. Niveis plasmaticos de T, massa relativa da préstata e vesicula seminal,
massa corporea, ingestao de racao e agua, massa relativa e concentracdo de PT das
glandulas salivares

Parametros SHAM OoQX CT
Niveis plasma(t:]cgo/(sjlfi)e testosterona 346,9 + 99.9 7.0 + 0,0%%* 547.7 + 92, 58*xx##
Massa relativa da préstata 269 + 0,48 0,43 + 0,15+ 3,50 + 0,56
(g/kg de mc)
Massa relativa da préstata +
vesicula seminal 6,4+1,26 0,63 + 0,19%*** 8,88 + 1,03***tiit
(9/kg de mc)
Massa corpérea inicial (g) 482,0+ 17,2 468,3 £+ 21,2 473,0+ 12,1
Massa corpoérea final (g) 583,56+ 31,1 516,6 + 33,8**** 560,6 + 26,6%
Ingestdo de ragao 7293+ 17.4 6423 + 34,0+ 712,8 + 60,7*
(kg/semana/grupo)
Ingestado de agua 1,47 +0,17 1,38+ 0,12 1,35+ 0,10
(L/semanal/grupo)
Massa relativa PA 0,717 + 0,08 0,762 + 0,10 0,763 + 0,09
(9/kg de mc)
Massa relativa SM 0,751 +0,05 0,719+0,07  [0,900 + 0,09++##
(g/kg de mc)
Conteldo de PT da PA 12,76 + 0,66 12,72 +0,71 12,30 + 0,97
(mg/g de tecido)
Conteudo de PT da SM 2384+2,68 | 19894243 | 2519 %217

(mg/g de tecido)

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo, n = 10 ratos/grupo. Os resultados foram
analisados pelo teste de analise de variancia ANOVA — one way seguido do teste de Tukey. Para todas

as analises(* p <0,05; **p <0,01; **p <0,001: **p < 0,0001 versus grupo SHAM: 7p < 0,05; #p <
0,01; ####p < 0,0001 versus OQX).

4.2 Efeito da OQX e CT nos parametros histomorfométricos das
glandulas salivares

A OQX reduziu a area de ductos da glandula PA (p < 0,01) (Figura 5D), bem
como a area acinar (p < 0,001) (Figura 5E) em relacédo ao grupo SHAM. Contudo, a
OQX aumentou significativamente a area de tecido conjuntivo na glandula PA em
comparacao com o grupo SHAM (p < 0,0001) (Figura 5F). Por sua vez, a TRH com CT
aumentou a area ductal em relagcédo ao grupo OQX (p <0,0001) (Figura 5D), reduziu a
area acinar em relacéo ao grupo OQX (p < 0,01) (Figura 5E), além de reduzir a area de
tecido conjuntivo comparado ao grupo OQX (p <0,001) na glandula PA (Figura 5F),
retornando a ser semelhante ao grupo SHAM. Em relacdo a glandula SM, a OQX
reduziu a area de ductos comparado ao grupo SHAM (p < 0,001) (Figura 5J), mas
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aumentou significativamente a area acinar em relacdo ao grupo SHAM (p < 0,01)

(Figura 5K). A TRH com CT restabeleceu a area de ductos comparado ao grupo OQX
(p < 0,001) (Figura 5J), e reduziu a area acinar emrelacdo ao grupo OQX (p < 0,001)
(Figura 5K), sendo estatisticamente igual ao grupo SHAM. Nao foram observadas
diferengas entre os grupos na area de tecido conjuntivo na glandula SM (Figura 5L).

Figura 5. Efeito da OQX e CT nos parametros histomorfométricos das glandulas
salivares
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2020)

Fotomicrografias da glandula PA (A, B e C) e glandula SM (G, H e ) e andlises histomorfométricas da
area ductal (D e J), area acinar (E e K) e tecido conjuntivo (F e L). Para avaliagcdo da morfologia das
glandulas salivares, os cortes foram corados com H&E e a quantificacdo da area das estruturas foi
calculada pela area total da glandula. Ampliagdo original de 400x e barra de escala de 20 um. Os dados
foram expressos como média + desvio padrao, n = 5 ratos/grupo. Quatro semanas apés a OQX, a TRH
com CT foi iniciada via IM, semanalmente, com 10 mg/kg de mc de CT durante quatro semanas até a
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eutanasia. Os resultados foram analisados pelo teste de andlise de variancia (ANOVA — One Way)
seguida do teste post hoc de Tukey. Para todas as analises (**p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).

4.3 Efeitos da OQX e CT nos parametros bioguimicos salivares

No presente estudo, o FS foi significativamente maior no grupo OQX em
comparacdo ao grupo SHAM (p < 0,0001). A TRH restaurou parcialmente este
parametro (Figura 6A). Neste estudo, ndo houve diferenca estatisticamente significante
guantoao pH e capacidade tamponante da saliva entre os grupos (Figura 6B e C).

A concentracdo de PT diminuiu significativamente no grupo OQX em relacdo ao
grupo SHAM (p <0,001), a qual foi restaurada no grupo CT (Figura 6D). A atividade de
AMI foi reduzida no grupo OQX em comparacdo com o grupo SHAM (p < 0,001),
enquanto que no grupo CT esse efeito retornou a niveis proximos ao do grupo SHAM (p
< 0,0001) (Figura 6E). Houve aumento nas concentracfes de calcio (Figura 6F; p <
0,05), fosfato (Figura 6G; p < 0,01) e cloreto (Figura 6H, p < 0,0001) no grupo OQX
versus grupo SHAM, sendo estes restabelecidos apos a TRH com CT. Nao foram
observadas diferencas na concentracdo de sédio e potassio salivar entre 0s grupos
(Figura 61 e 6J).



Figura 6. Efeito da OQX e CT no fluxo salivar e parametros bioquimicos salivares
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Determinacdo do FS (A), pH (B), capacidade tamponante (C), PT (D), atividade de AMI (E),
concentracao de célcio (F), fosfato (G), cloreto (H), sédio (I) e potassio (J) na saliva de ratos Wistar. Os
dados foram expressos como média + desvio padréo, n = 10 ratos/grupo. Quatro semanas apos a OQX,
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a TRH com CT foi iniciada via IM, semanalmente, com 10 mg/kg de mc de CT durante quatro semanas

até a eutanasia. Os resultados foram analisados pelo teste de andlise de varidncia (ANOVA - One Way)
seguida do teste post hoc de Tukey. Para todas as andlises (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p <
0,0001).

4.4 Efeito da OQX e CT no dano oxidativo proteico e lipidico

A OQX aumentou a concentracao de PC na glandula PA comparado ao grupo
SHAM (p < 0,001), enquanto no grupo CT houve reducéo parcial da concentragao de
PC em relagcdoao grupo OQX (p < 0,05). Da mesmaforma, na glandula SM, houve
aumento da concentracdo de PC no grupo OQX comparado ao grupo SHAM (p <
0,001); no entanto, ndo foram observadas diferengcas entre os grupos OQX e CT
(Figura 7A). Houve aumento significativo na concentracdo de TBARSs no grupo OQX
emrelagdoaogrupo SHAM (p <0,05) na glandula PA. Embora o CT tenha diminuido
a concentracdo de TBARs em relacdo ao grupo OQX, a diferenca nao foi
estatisticamente significativa. Da mesma forma, a concentragdo de TBARs foi
significativamente maior no grupo OQX comparado ao grupo SHAM (p <0,01) na
glandula SM, a qual foi parcialmente reduzida no grupo CT (p <0,05) (Figura 7B).

Figura 7. Efeito da OQX e CT no dano oxidativo proteico e lipidico nas glandulas
salivares de ratos Wistar
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Determinacdo da concentracdo de PC (A) e TBARs (B) nas glandulas salivares de ratos Wistar. Os
dados foram expressos como média + desvio padrédo, n = 10 ratos/grupo. Quatro semanas apos a OQX,
a TRH com CT foi iniciada via IM, semanalmente, com 10 mg/kg de mc de CT durante quatro semanas
até a eutanasia. Os resultados foram analisados pelo teste de analise de variancia (ANOVA — One Way)
seguida do teste post hoc de Tukey. Para todas as analises (*p < 0,05;**p <0,01; ***p <0,001; ****p <
0,0001).

4.5 Efeito da OQX e CT na defesa antioxidante n&o -enzimatica

A OQX aumentou a FRAP em ambas as glandulas salivares em comparagao
ao grupo SHAM (PA, p <0,01; SM, p <0,0001), enquanto que a FRAP retornou para
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valores proximos ao do grupo SHAM apésa TRH com CT (Figura8A). AOQXtambém

aumentou a concentracdo de AU em ambas as glandulas salivares em relacdo ao
grupo SHAM (PA, p <0,05; SM, p <0,01), enquanto que a concentracao de AU
retornou aos valores semelhante ao do grupo SHAM apos a TRH (Figura 8 B). Da
mesma forma, as concentracbes de GSH na glandula PA e SM foram
significativamente maiores no grupo OQX em comparacao ao grupo SHAM (p < 0,01
e p <0,05, respectivamente). De modo semelhante, a TRH foi eficiente emreduziras

concentragdes proximasaodo grupo SHAM (p <0,01) (Figura 8C).

Figura 8. Efeito da OQX e CT na capacidade antioxidante ndo - enzimética
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Determinacao da concentracdo de FRAP (A), AU (B) e GSH (C) nas glandulas salivares de ratos Wistar.
Os dados foram expressos como média + desvio padrédo, n = 10 ratos/grupo. Quatro semanas apos a
0OQX, a TRH com CT foi iniciada via IM, semanalmente, com 10 mg/kg de mc de CT durante quatro
semanas até a eutanasia. Os resultados foram analisados pelo teste de analise de variancia (ANOVA -
One Way) seguida do teste post hoc de Tukey. Para todas as analises (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001; ****p < 0,0001).

4.6 Efeito da OQX e CT na defesa antioxidante enzimatica

N&o foram observadas diferencas entre os grupos nas atividades da SOD, CAT e
GPx na glandula PA (Figura 9). No entanto, a OQX aumentou a atividade dasenzimas
antioxidantes na glandula SM em comparacéo ao grupo SHAM (SOD, p < 0,001; CAT,
p <0,05; GPx, p <0,05), enquanto que a atividade de todas as enzimas antioxidantes
retornaram a valores semelhantes ao do grupo SHAM apds a TRH com CT (Figura 9.
A, BeQC).

Figura 9. Efeito da OQX e CT na defesa antioxidante enzimética
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Determinacdo da atividade da SOD (A), atividade da CAT (B) e atividade da GPx (C) nas glandulas
salivares de ratos Wistar. Osdados foram expressos como média + desvio padrédo, n = 10 ratos/grupo.
Quatro semanas apds a OQX, a TRH com CT foi iniciada via IM, semanalmente, com 10 mg/kg
de mc de CT durante quatro semanas até a eutanasia. Os resultados foram analisados pelo teste de
andlise de variancia (ANOVA — One Way) seguida do teste post hoc de Tukey. Para todas as analises
(*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).

5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos OQX e TRH sobre o estresse oxidativo e
funcdo secretora das glandulas salivares induzidas pela pilocarpina. Apés oito semanas,
a OQX promoveu aumento do FS, além de reduzir a secrec¢édo de PT e AMI, e aumentar
a secrecao dos eletrélitos calcio, fosfato e cloreto. Por sua vez, a TRH com CT
administrada por quatro semanas foi eficiente pararestaurar o FS , a secre¢édo de PT e a
atividade de AMI, bem como reduzir a secrecao dos eletrélitos calcio, fosfato e cloreto.
A OQX aumentou o dano oxidativo, a defesaantioxidantes ndo - enzimaticae enzimatica
nas glandulas salivares, enquanto que a TRH restabeleceu todos parametros a niveis
semelhantes ao grupo SHAM.

O protocolo terapéutico utilizando 10 mg/kg de mc de CT, IM, semanalmente, foi
baseado em protocolos com o intuito de obter niveis fisiologicos de T ao final do
tratamento (GAUTHAMAN; GANESAN, 2008; UBELS; VEENSTRA; DITLEV;
INGERSOLL, 2003). O CT apresenta a caracteristica farmacocinética de liberacao
rapida da T, levando a um menor tempo entre os intervalos de aplicagdes. O CT é
frequentemente aplicado via IM em um veiculo oleoso (alcool benzilico, benzoato de
benzila e 6leo de amendoim) e tem um custo relativamente baixo (UBELS; VEENSTRA,
DITLEV; INGERSOLL, 2003), além disso, o CT é aprovado para comercializacdo no
Estados Unidos pela Food and Drug Administration (EUA-FDA) e pela European
Medicines Agency (EMA). O inicio da TRH apds 4 semanas da OQX justifica-se pelo
fato desse periodo ser o suficiente para reduzir significativamente os niveis plasmaticos
de T e diminuir a massa relativa da prostata e vesicula seminal (BUSCH; BORDA,
2003b; CONTINI; MILLEN; GONZALEZ; BENMELEJ et al., 2016). Os resultados
demonstraram niveis suprafisiologicos de T, acompanhado pelo aumento da massa
relativa da prostata e vesicula seminal no grupo CT. Essa discrepancia provavelmente
ocorreu porque 0s autores realizaram apenas uma aplicagdo do CT (UBELS;
VEENSTRA; DITLEV; INGERSOLL, 2003), enquanto que este estudo realizou quatro
aplicacbes, o que denota um efeito acumulativo da T. Apesar dos niveis
suprafisiolégicos de T, o protocolo terapéutico foi eficiente em evidenciar a relagéo
entre 0os parametros bioquimicos e histomorfométricos das glandulas salivares e a T.

Tendo-se em vista essas consideracdes, essa pesquisa abre novas perspectivas de
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estudos visando analisar os efeitos de outras formulacdes, cuja farmacocinética e

protocolo terapéutico divergem do CT.

Em animais OQX, a reducdo da massa corpérea final pode estar associada a
uma diminuicdo na ingestdo alimentar (WALLEN; BELANGER; WITTNICH, 2002) e
atrofia muscular (AXELL; MACLEAN; PLANT; HARCOURT et al., 2006). Por sua vez,
o protocolo de TRH com CT aumentou a massa corpérea final e a ingestao alimentar,
de forma semelhante a estudos que utilizaram implantes de T (AXELL; MACLEAN,;
PLANT; HARCOURT et al., 2006; NIKOLAENKO; JIA; WANG; DIAZ-ARJONILLA et al.,
2014).

Arazdo da OQX e CT nao alterarem a massa relativa da glandula PA em relacao
ao grupo SHAM pode ser associada com o0 aumento do parénquima em relacdo ao
tecido conjuntivo, causando a estabilizacdo da massa da glandula PA (JEZEK;
BANEK; BANEK, 1996). Por sua vez, a massa relativa da glandula SM permaneceu
inalterada apés a OQX, contradizendo a literatura, a qual demonstra que a OQX
reduz a massa da glandula SM em ratos (SAWADA; NOUMURA, 1991). Essa
diferenca pode estar associada a linhagem e idade de castracdo do animal, bem
como a diferencas na forma de apresentacdo dos resultados da massa das
glandulas SM, uma vez que optamos por realizar a normalizagdo em funcéo da
massa corpoérea (MELVIN; HAMILL, 1987; SAWADA; NOUMURA, 1991). Por outro
lado, o aumento da massa relativa da glandula SM no grupo CT em relagdo ao
grupo SHAM e OQX, pode ser justificado pela concentracdo plasmatica
suprafisiolégica de T, uma vez que ha relatos da estreita relacdo entre a glandula
SM e a préostata em relacéo a resposta aos andrégenos (WHELAN; LU; FRIDMAN;
WOLF et al., 2010).

A analise da concentracdo de PT no homogenato tecidual € considerada
uma referéncia para a funcdo anabdlica das glandulas salivares (ZALEWSKA;
KNAS; MACIEJCZYK; WASZKIEWICZ et al., 2015). Apesar do efeito anabdlica da
T em varios tecidos, o conteudo de PT foi inferior apenas nas glandulas SM do
grupo OQX, enquanto esse parametro permaneceu semelhante ao grupo SHAM
na glandula PA. Resultados semelhantes foram encontrados nas glandulas PA
(BUSCH; STERIN-BORDA; BORDA, 2006a) e SM (MINETTI; VALLE; OLIVEIRA-
FILHO; FAVA-DE-MORAES, 1985) de roedores ap0s a castragdo. Os resultados do
conteudo de PT no grupo CT demonstram que apenas a glandula SM tem sua
funcdo anabdlica modulada pela T, uma vez que nessa glandula a TRH aumentou
a concentracdo de PT, enquanto que nas glandulas PA do grupo CT esse
parametro permaneceu semelhante ao grupo SHAM.

O protocolo experimental adotado confirmou as alteracdes histoldégicas nas
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glandulas PA e SM que ocorrem apos a OQX. Esses resultados estdo associados a

atrofia das partes funcionais das glandulas e ao aumento do tecido conjuntivo na
glandula PA, indicando que a OQX causa uma inversao da atividade celular e
sinalizacao prejudicada (JEZEK; BANEK; BANEK, 1996). Na glandula SM, a involucdo
do sistema de ductos e aumento da &rea acinar, foi semelhante ao observado em
estudo com animais OQX (HULLY; BENTON; ALISON, 1984). A TRH com CT foi
eficiente no restabelecimento da morfologia glandular, semelhante a estudos utilizando
0s ésteres enantato de T (JEZEK; BANEK; BANEK, 1996) e propionato de T
(CHRETIEN, 1977); A TRH restaurou os TCG em ratos OQX (RINS DE DAVID;
FINKELBERG DE STERIN; GOLDRAIJ, 1991; SAWADA; NOUMURA, 1991), o nivel
dos fatores tréficos (THOENEN; ANGELETTI; LEVI-MONTALCINI; KETTLER, 1971),
bem como estimulou a sintese protéica e hipertrofia das glandulas SM de
camundongos (MINETTI; VALLE; OLIVEIRA-FILHO; FAVA-DE-MORAES, 1985). A
OQX aumentou o FS, porém ndo alterou o capacidade tamponante e o pH salivar. Além
disso, a OQX reduziu a concentracao de PT e a atividade de AMI, e aumentou o calcio e
o fosfato na saliva em relacéo ao grupo SHAM. Por sua vez, a TRH com CT nao alterou
a capacidade tamponante e o pH salivar em relagédo ao grupo SHAM, mas reverteu 0s
demais parametros a niveis préximos ao do grupo SHAM.

A OQX aumentou o FS estimulado pela pilocarpina. Esse alcaloide
parassimpaticomimético é um agonista colinérgico que estimula o receptor muscarinico
3 (M3), que induzem um aumento no nivel de calcio intracelular, causando
principalmente a ativacdo dos canais luminais de cloreto (SUSA; SAWAI; AOKI;
[IZUKA-KOGO et al., 2013). O movimento continuo do fluido salivar é possivel devido
as diferentes proteinas co-transportadoras de sédio, potassio e cloreto (MELVIN; YULE;
SHUTTLEWORTH; BEGENISICH, 2005). Deste modo, a secrecao salivar depende de
um canal de cloreto na membrana apical das células acinares (ROMANENKO;
CATALAN; BROWN; PUTZIER et al., 2010). Quando o calcio intracelular aumenta
durante a estimulagéo, o canal de cloreto se abre e o cloreto € liberado no limen acinar
(GRESZ; KWON; HURLEY; VARGA et al., 2001). A liberagéo de cloreto medeia o fluxo
de sodio do intersticio para o limen, o que, consequentemente, causa a transferéncia
de &gua quase isosmolar através das aquaporina - 5 e/ou juncgles intercelulares
(MATSUZAKI; SUSA; SHIMIZU; SAWAI et al., 2012; SUSA; SAWAI; AOKI; 1ZUKA-
KOGO et al., 2013). A saliva primaria € rica em eletrélitos, que atraem agua para o
[imen. Em uma etapa secundaria, os eletrélitos sdo reabsorvidos através das células
do ducto epitelial para reduzir sua concentracao na saliva antes de serem liberados na
cavidade oral (PORCHERI; MITSIADIS, 2019). Os ductos salivares tém funcao
secretora minima de fluidos, mas participam da reabsorgéo de ions, incluindo sédio



40
(DINUDOM; HARVEY; KOMWATANA; YOUNG et al, 1998), calcio

(BANDYOPADHYAY; SWAIM; SARKAR; LIU et al., 2012) e fosfato (HOMANN; ROSIN-
STEINER; STRATMANN; ARNOLD et al., 2005). A involugédo dos ductos da glandula
PA e SM associadas ao aumento do célcio, fosfato e cloreto salivar sugere que o maior
FS no grupo OQX é causado por disfun¢des na troca de eletrdlitos ao longo do sistema
ductal.

Apesar do aumento do FS no grupo OQX, ndo foram encontradas alteracdes no
pH salivar e capacidade tamponante. A capacidade tamponante € determinada pela
atividade do ortofosfato inorganico, acido carbénico/bicarbonato e sistema proteico
(LAMANDA; CHEAIB; TURGUT; LUSSI, 2007). A capacidade tamponante da saliva
funciona de forma mais eficiente durante o FS estimulado, mas € quase ineficaz na
saliva ndo-estimulada (EDGAR, 1990). Em contrapartida, durante o FS ndao-
estimulado, o tampé&o fosfato é considerado o principal sistema tampao (LAGERLOF;
OLIVEBY, 1994). Nosso estudo mostrou que a reducdo da concentracdo de PT e o
aumento de fosfato na saliva, provavelmente tiveram um efeito compensatério em
relacdo ao pH e capacidade tamponante, mantendo os valores de pH e capacidade
tamponante semelhantes aos dos grupos SHAM e CT, nos quais os valores de FS, PT
e fosfato foram semelhantes entre si.

O modelo experimental ex vivo usando slices da glandula PA de ratos OQX,
mostrou que a deficiéncia de T reduziu a liberacdo de AMI e a concentracdo de PT
evocado por carbacol e anandamida, o que foi associado a regulacao negativa dos
receptores muscarinicos (BUSCH; BORDA, 2003b) e canabibdides (BUSCH; STERIN-
BORDA; BORDA, 2006b), respectivamente. A TRH com T restaurou a atividade de AMI
em ratos OQX (BUSCH; BORDA, 2003a). Embora em nossa pesquisa a coleta de
saliva estimulada tenha sido induzida pela pilocarpina, um agente colinérgico
parassimpaticomimético com ac¢do muscarinica ndo-seletiva, mas com atividade B-
adrenérgica leve, os dados sugerem que a liberacdo de AMI e a concentracdo de PT
evocado pela pilocarpina também sado reduzidos ap6s a OQX, no entanto, esta
pesquisa é a primeira a reproduzir essa evidéncia in vivo.

A OQX esta associada ao aumento dos niveis de PC e TBARS no plasma
sanguineo (DEYHIM; PATIL; VILLARREAL; LOPEZ et al., 2007), coragdo (REGOUAT;
CHEBOUB; BENAHMED; BELARBI et al., 2018), epitélio acinar da prostata ventral
(TAM; GAO; LEUNG; HO, 2003) e no cérebro (WANG,; LIU; ZHANG; CHEN et al., 2019)
de camundongos e ratos, semelhante ao perfil observado nas glandulas PA e SM.
Contudo, a TRH com CT foi eficaz para reduzir esses parametros a niveis prOximos ao
grupo SHAM. Da mesma forma, a TRH com propionato de T protegeu as células
granulares cerebelares (AHLBOM; PRINS; CECCATELLI, 2001) e a TRH com enantato
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de T foi eficiente em proteger o coragcdao (REGOUAT; CHEBOUB; BENAHMED;

BELARBI et al., 2018) do estresse oxidativo.

A OQX aumentou apenas a defesa antioxidante ndo-enziméatica na glandula PA
avaliado por meio da FRAP, AU e GSH; enquanto que na glandula SM houve
incremento da defesa antioxidante enzimatica (SOD, CAT e GPx) e nao-enzimatica,
como mencionada anteriormente. A elevacdo da FRAP pode estar associado, pelo
menos em parte, a maior concentracdo de AU e GSH nas glandulas PA e SM dos
animais. Por sua vez, a concentracdo de AU presente nas glandulas salivares e no
plasma pode aumentar em resposta ao estresse oxidativo (KOLODZIEJ; MACIEJCZYK;
MIASKO; MATCZUK et al., 2017; ZALEWSKA; KNAS; MACIEJCZYK; WASZKIEWICZ
et al., 2015). A elevacao da concentracao de AU no rim de ratos OQX esta relacionado
a maior producéo de radicais livres, o que leva a uma acéo da defesa antioxidante na
tentativa de contrabalancar o ambiente pré-oxidante . Ja a resposta da glandula SM em
elevar a defesa antioxidante enzimatica e ndo-enzimatica frente ao dano oxidativo,
demonstra resposta defensiva, mas também uma tentativa de compensar a resposta
antioxidante deficiente da glandula PA, visando proteger a cavidade bucal do aumento
de radicais livres (KOLODZIEJ; MACIEJCZYK; MIASKO; MATCZUK et al., 2017;
ZALEWSKA; KNAS; MACIEJCZYK; WASZKIEWICZ et al., 2015).

A modulacdo do estado oxidativo induzido pela deficiéncia de T é tecido-
especifica. Por exemplo, a FRAP foi significativamente reduzida apos a OQX no plasma
(DEYHIM; PATIL; VILLARREAL; LOPEZ et al., 2007) e no ventriculo esquerdo de ratos
Wistar (SZABO; BORZSEI; KUPAI; HOFFMANN et al., 2019). A OQX também diminuiu
os niveis de GSH no corac¢édo de ratos (REGOUAT; CHEBOUB; BENAHMED; BELARBI
et al., 2018). Além disso, a OQX atenuou a atividade da SOD e CAT no rim de
camundongos (CHO; JUNG; JANG; KIM et al., 2012), além de diminuir a atividade da
SOD, CAT e GPX no sangue e coracao de ratos diabéticos (CHODARI; SMAILNEJAD;
FALLAHI; KHALAJI et al., 2019).

De fato, a TRH com CT foi eficaz na reducdo do dano oxidativo e no
restabelecimento da capacidade antioxidante ndo-enzimética e enzimatica a niveis
proximos ao do grupo SHAM. Em outro estudo, a administragédo de propionato de T em
ratos machos senescentes protegeu as ceélulas granulares cerebelares do estresse
oxidativo, por meio de mecanismo mediado por receptores de androgénio que levaram
ao aumento da atividade da CAT (AHLBOM; PRINS; CECCATELLI, 2001), enquanto
que a administracdo de enantato de T protegeu o tecido cardiaco (REGOUAT;
CHEBOUB; BENAHMED; BELARBI et al., 2018); além disso, deve-se levar em
consideracao que as diferentes doses e tipos de T usados nesses estudos atingiram

niveis fisioldgicos de T. Embora tenhamos observado um aumento significativo da
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prostata indicando que a dose foi suprafisiolégica, ndo houve aumento do dano

oxidativo nas glandulas salivares quatro semanas ap0s o inicio da terapia. Esses
resultados podem estar associados ao fato da excrecdo e/ou metabolismo dos
esterdides serem diferentes nas glandulas salivares e a resposta adaptativa a dose de
T utilizada como descrito na literatura (BUTTLER; BAGCI; BRAND; HEIJER et al.,
2018).

Existem algumas limitacdes. O presente estudo explorou os efeitos da OQX e da
TRH em animais adultos jovens. Essas intervengdes podem n&o conferir o mesmo
efeito fisiologico em ratos senis com hipogonadismo de inicio tardio. Portanto,
pesquisas futuras sdo necessarias para validar esse efeito da T nas glandulas salivares
de animais idosos. Outro ponto importante sera analisar se os diferentes protocolos de
TRH, utilizando diferentes preparacdes de T, terdo os mesmos efeitos sobre a fungéo

das glandulas salivares.
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6 CONCLUSAO

A OQX modula o estresse oxidativo nas glandulas salivares e também afeta a
secrecdo e a composicdo da saliva. Portanto, os resultados deste estudo mostram
que, além de preservar a estrutura e funcéo das glandulas salivares, a TRH protege as

glandulas salivares e a saliva do estresse oxidativo.
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