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RESUMO: Objetivo: Objetivou-se neste estudo, analisar se a agdo combinada da L-glutamina e
insulinoterapia melhora os parametros morfoquantitativos dos &cinos da parétida de ratos diabéticos.
Métodos: Vinte e cinco ratos foram distribuidos em cinco grupos: Normoglicémico (CSS); diabético
(DSS); diabético suplementado com L-GLN (D-GLN-S); diabético e com injecdo subcutanea de
insulina Tresiba® (D-S-TRE) e diabético suplementado com L-GLN e com injecdo subcutanea de
insulina Tresiba® (D-GLN-TRE). Durante 30 dias, houve suplementacdo diaria com solucéo salina
e/ou L-glutamina (400 mg/kg por gavagem), e injecdo subcutanea de solucdo salina e/ou Insulina
Tresiba® (5 U/kg). Resultados: Nao houve diferenca significativa na densidade acinar dos grupos
diabéticos em relacdo ao grupo controle CSS. Porém, o grupo tratado com apenas com insulina (D-
S-TRE) e insulina mais a L-GLN (D-GLN-TRE) mostraram menor densidade acinar quando
comprados com o grupo diabético DSS. Todos os grupos diabéticos apresentaram menor area acinar
média em relacdo ao grupo controle CSS. Entre os grupos diabéticos, a area acinar média do grupo
D-GLN-TRE foi maior comparada aos grupos DSS, D-GLN-S e D-S-TRE. Concluséo: Estes dados
apontam para o efeito protetor da L-glutamina combinada com a insulina ao prevenir a densidade e
atrofia acinar da glandula parétida de ratos diabéticos.
DESCRITORES: Antioxidante; Insulina; Glandula Salivar.
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Objective: The objective of this study was to analyze whether the combined action of L-glutamine
and insulin therapy improves the morphoquantitative parameters of parotid acini in diabetic rats.
Methods: Twenty-five rats were divided into five groups: Normoglycemic (CSS); diabetic (DSS);
diabetic supplemented with L-GLN (D-GLN-S); diabetic and with subcutaneous injection of insulin
Tresiba® (D-S-TRE) and diabetic supplemented with L-GLN and with subcutaneous injection of
insulin Tresiba® (D-GLN-TRE). For 30 days, there was daily supplementation with saline and/or L-
glutamine (400 mg/kg by gavage), and subcutaneous injection of saline and/or Tresiba® Insulin (5
U/kg). Results: There was no significant difference in the acinar density of the diabetic groups
compared to the CSS control group. However, the insulin treated group (D-S-TRE) and insulin and
L-GLN (D-GLN-TRE) showed lower acinar density when compared with the DSS diabetic group.
All diabetic groups had a smaller mean acinar area compared to the CSS control group. Among the
diabetic groups, the mean acinar area of the D-GLN-TRE group was higher compared to the DSS, D-
GLN-S and D-S-TRE groups. Conclusion: These data point to the protective effect of L-glutamine
combined with insulin in preventing acinar atrophy of the parotid gland in diabetic rats.
DESCRIPTORS: Antioxidant; Insulin; Salivary Gland.

RESUMEN

Objetivo: El objetivo de este estudio fue analizar si la accién combinada de la terapia con L-
glutamina e insulina mejora los parametros morfocuantitativos de los acinos parotideos en ratas
diabéticas. Métodos: Veinticinco ratas se dividieron en cinco grupos: normoglucémicos (CSS);
diabético (DSS); diabético suplementado con L-GLN (D-GLN-S); diabéticos y con inyeccion
subcutanea de insulina Tresiba® (D-S-TRE) y diabéticos suplementados con L-GLN y con inyeccion
subcutanea de insulina Tresiba® (D-GLN-TRE). Durante 30 dias, hubo suplementacién diaria con
solucion salina y/o L-glutamina (400 mg/kg por sonda) e inyeccion subcutanea de solucion salina y/o
insulina Tresiba® (5 U/kg). Resultados: No hubo diferencia significativa en la densidad acinar de
los grupos diabéticos en comparacién con el grupo control CSS. Sin embargo, el grupo tratado con
insulina (D-S-TRE) e insulina y L-GLN (D-GLN-TRE) mostré menor densidad acinar en
comparacion con el grupo diabético DSS. Todos los grupos de diabéticos tenian un area acinar media
mas pequefia en comparacion con el grupo de control CSS. Entre los grupos de diabéticos, el area
acinar media del grupo D-GLN-TRE fue mayor en comparacion con los grupos DSS, D-GLN-S y D-
S-TRE. Conclusion: Estos datos apuntan al efecto protector de la L-glutamina combinada con
insulina en la prevencidn de la atrofia acinar de la glandula parotida en ratas diabéticas.
DESCRIPTORES: Antioxidante; Insulina; Glandula salival.

INTRODUCAO

A hiperglicemia crénica esta vinculada
ao surgimento de complicacGes orais que
podem restringir a qualidade de vida dos
individuos diabéticos. Entre as complicacGes
mais notdrias estdo a xerostomia, doenca
periodontal, gengivite, predisposicdo elevada a
infeccbes microbianas, sindrome da boca
ardente, lingua fissurada e disgeusia.! Tais
complicacbes sdo resultantes de danos na
estrutura e na morfofisiologia do parénquima
das glandulas salivares que, a exemplo de
outros orgao e tecidos, sdo acometidas pelos
efeitos deletérios do Diabetes Mellitus (DM).?
Tem sido bem documentado que as glandulas

parétidas sdao mais suscetiveis a tais efeitos e
que estes podem ser constatados pela redugéo
numérica e atrofia acinar,? restricio e/ou
alteragio no contetdo e sintese de proteinas,?
infiltracdo  linfocitica no  parénquima
glandular,® bem como a maior predisposicdo
desta glandula ao estresse oxidativo.*

Dentre os efeitos prejudiciais que
contribuem para a promog¢do do avanco das
complicacdes do diabetes no organismo, é a
intensificacdo do estresse oxidativo. Sob esta
condicdo, a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e espécies reativas de
nitrogénio (RNS) sobrepde-se a acdo da
capacidade antioxidante do sistema de defesa
proprio das células, causando danos
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irreversiveis as mesmas; tais como perda das
suas fungBes e morte por necrose ou apoptose.®

Embora o controle glicémico seja
essencial para amenizar os danos causados
pelo DM; nem sempre esta condicdo
isoladamente é suficiente para abranger as
diversas complicacGes desta patologia, sendo
crucial esmiucar estudos sobre substancias que
tenham potencial poder antioxidante. Neste
aspecto, pesquisas vém demonstrando que o
uso de antioxidantes como os carotenoides,’
curcumina,  licopeno,” e  L-glutamina®
produzem efeitos benéficos para reduzir o
estresse oxidativo em varios 0rgéos e sistemas.

A L-glutamina (GLN) ¢é um
aminoacido condicionalmente essencial, cuja
versatilidade é notada por sua contribuicéo
ativa no metabolismo celular; participando
como fonte principal de glutamato para a
producdo de glutationa, um potente
antioxidante endégeno que mantem a
homeostase redox das células e atuando como
transportador primario de nitrogénio e carbono
nos tecidos sendo importante para a sintese
proteica.® A literatura ainda versa sobre alguns
atributos farmacoldgicos benéficos da GLN,
tais como: hepatoprotetora e cardioprotetora.®

Além dos antioxidantes que sdo
coadjuvantes, a insulina € a base terapéutica
em diabetes tipo 1, e ainda que esta substancia
atue de modo eficaz na reducdo dos niveis
glicémicos, a sua utilizacdo permanece um
desafio, pelo fato de tornar-se subutilizada no
tratamento do diabetes ou em virtude de
dosagem inadaptada que pode incidir em risco
significativo de hipoglicemia.l® Deste modo,
frente as necessidades impostas para 0
tratamento desta patologia, novos andlogos de
insulina basal que contam com perfil
farmacodindmico sofisticado e com acdo
bioldgica prolongada e consistente bem como,
risco reduzido de hipoglicemia e horarios de
dosagem mais flexiveis, estdo sendo
desenvolvidos para melhorar o controle
glicémico a longo prazo.!! A insulina
degludeca (Tresiba®) é uma nova geragdo de
analogos de insulina basal, que exibe pequenas
modificacbes em sua composi¢do quimica
quando comparada a insulina humana. Essas
modificagOes permitem que, ao ser injetada no
tecido subcutdneo, a mesma se precipite,
formando um depésito de multihexameros, dos
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quais gradualmente dissociam-se em seus
mondmeros.'? Por apresentar tempo de meia-
vida de mais de 25 horas, sua dosagem diaria
resulta em picos reduzidos que diminuem a
variabilidade intraindividual e as
concentragbes plasméaticas que tornam-se
essencialmente menos dependentes do tempo
das injecoes.”

Apesar dos beneficios gerados pela
insulinoterapia em humanos e animais
diabéticos que repercutem em melhora na
qualidade de vida dos mesmos, uma outra uma
abordagem que ainda merece investigacdo séo
0s possiveis efeitos protetores da L-glutamina
(GLN) sobre o parénguima das glandulas
salivares de ratos diabéticos submetidos a
insulinoterapia. Assim, 0 objetivo deste estudo
foi analisar se a acdo combinada da L-
glutamina e insulinoterapia melhora 0s
pardmetros morfoquantitativos dos &cinos da
glandula parotida de ratos diabéticos.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 25 ratos adultos da
linhagem Wistar (Rattus norvegicus) com 50
dias de idade e provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual de Maringa
(UEM), os quais eram pertencentes a um
projeto desenvolvido no Programa de Poés-
Graduacdo em Biologia Celular (PBC) desta
Universidade, aprovado no Comité de ética no
Uso de Animais em Experimentacdo (CEUA)
com numero de parecer 9584021115. Para a
execucdo deste estudo, foi aprovada junto ao
CEUA, uma emenda da proposta com o
mesmo numero de parecer do referido projeto
supracitado.

Os ratos foram mantidos em caixas
(3/caixa) de polipropileno
(40cmx33cmx15cm), no biotério setorial do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas, em
temperatura (23 + 2 °C) e iluminagdo (12 h
claro, 12 h escuro) controlada, com ragdo
padronizada (Nuvital® — Nuvilab, Colombo,
PR, Brasil) e agua ad libitum. Os ratos foram
suplementados diariamente por 30 dias com
solugdo salina ou L-glutamina (GLN) (400
mg/Kg por via oral por gavagem), e receberam
diariamente por 30 dias, injecdo subcutanea de
solucdo salina ou Insulina degludeca (5 U/kg
de massa corporal). A escolha da dose de 400
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mg/kg de GLN (Ajinomoto®) fornecida aos
animais foi determinada por comparagdo com
a dose maxima de glutamina dipeptideo
indicada para humanos. A L-glutamina foi
adquirida em farmacia de manipulacdo e a
estreptozootocina da Sigma®. A insulina
degludeca (Tresiba®) foi obtida da Novo
Nordisk. Todos o0s outros reagentes foram
obtidos com alto grau de pureza.

Os 25 animais foram distribuidos em 5
grupos experimentais: Grupo CSS: animais
ndo-diabéticos que receberam solucdo salina
(volume 0,1 mL/100 g de massa corporal) por
gavagem e injecdo subcutédnea de solugédo
salina (volume 0,1 mL/100 g de massa
corporal); Grupo DSS: animais diabéticos que
receberam solucdo salina (volume 0,1 mL/100
g de massa corporal) por gavagem e injecéo
subcutanea de solucdo salina (volume 0,1

Tabela 1 — Grupos experimentais e tratamento.
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mL/100 g de massa corporal); Grupo D-GLN-
S: animais diabéticos que receberam 400
mg/kg de massa corporal de GLN por gavagem
e injecdo subcuténea de solucdo salina (volume
0,1 mL/100 g de massa corporal); Grupo D-S-
TRE: animais diabéticos que receberam
solucdo salina (volume 0,1 mL/100 g de massa
corporal) por gavagem e injecdo subcutanea de
Insulina degludeca (5 U/Kg de massa corporal)
e Grupo D-GLN-TRE: animais diabéticos que
receberam receberam 400 mg/kg de massa
corporal de GLN por gavagem e injecdo
subcutanea de Insulina degludeca (5 U/Kg de
massa corporal) (Tabela 1). Durante todo o
periodo de tratamento foram feitas avaliacdes
semanais da glicemia de jejum e prandial,
ingestdo alimentar e massa corporal em todos
0S animais.

49

Grupos Tratamento
GLN* TRE*

CSss Normoglicémico _ _

DSS Diabético _

D-GLN-S Diabético 400 mg/kg _

D-S-TRE Diabético _ 5 U/kg

D-GLN-TRE Diabético 400 mg/kg 5 U/kg

*GLN = L-glutamina; * TRE = Insulina degludeca; OBS = kg de massa corporal

Ap6s um periodo de aclimatagdo no
biotério setorial de Ciéncias Fisiologicas, 0s
animais foram submetidos a jejum noturno (15
h) e receberam injecdo endovenosa (veia
peniana) de estreptozootocina (55 mg/kg de
peso corporal; Sigma, St. Louis, MO, EUA)
dissolvida em tampéo citrato, pH 4,5 (10 mM).
Ap0s 4 dias, a glicemia no estado alimentado e
de jejum foi mensurada pela cauda, via
glicosimetro/glicofita, e foram considerados
diabéticos e incluidos neste estudo, 0s animais
que apresentaram glicemia de jejum e pds-
prandial > 300 mg/dL. Os animais nao-
diabéticos foram submetidos ao mesmo
procedimento e receberam tampao citrato, pH
4,5 (10 mM) por injecdo endovenosa (veia
peniana), em vez de estreptozootocina.

Finalizado os 30 dias de tratamento, 0s
ratos foram anestesiados com Tiopental sédico
(Thionembutal®) e Lidocaina (40/10 mg/Kg de
peso corporal) e a eutandsia ocorreu por
sobredose anestésica. Em seguida, foi realizada
a excisdo na cabeca dos ratos para coleta das

glandulas salivares parotidas. Apds a extracéo,
as mesmas foram lavadas em solucdo salina
(NaCl 0,9%) e transferidas para solugdo de
formalina 10% por um periodo de 12 horas,
promovendo a fixacdo dos tecidos glandulares.
Sequencialmente, as mesmas foram lavadas em
agua corrente para serem armazenados em
alcool 70%. Para a realizacdo do processamento
histol6gico, foi utilizada uma série crescente de
concentracdes de alcoois, e os tecidos foram
desidratados, diafanizados em xilol, incluidos
em parafina e seccionados em micr6tomo com
6um espessura. Os cortes de cada glandula
foram  submetidos a coloragdo em
Hematoxilina-Eosina (HE).

Para as analises quantitativa e
morfométrica dos acinos serosos da glandula
pardtida, as imagens foram capturadas por
camera de alta resolugdo acoplada ao
microscopio Olympus BX40, e transmitidas
para microcomputador e gravadas em compact
disc. Por meio do programa computadorizado
de analise de imagens Image-Pro-Plus, foram
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quantificados todos 0s acinos visualizados a
partir de 20 1imagens capturadas por
glandula/animal em aumento de 20X, com a
finalidade de delinear a densidade de &cinos. O
mesmo procedimento foi realizado para a
analise morfométrica, onde foi mensurada a
area (um?) do perfil de 100 &cinos serosos da
glandula  parétida, por glandula/animal,
perfazendo o total de 500 acinos em cada grupo
estudado, expressando-se 0s resultados em
média das areas dos &cinos por grupo.

As analises foram realizadas no
Software GraphPad Prim 7. Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade. Os dados
apresentaram distribuicdo normal e foram
analisados por One-Way ANOVA seguido de
pos-teste de Tukey. Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo. Os
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valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises de massa corporal dos
animais (Tabela 2), mostra o A, resultado da
subtracdo da massa corporal final com a inicial,
indicando que o grupo diabético (DSS) e
diabético tratado com GLN (D-GLN-S)
apresentaram uma diminuigao significativa (p <
0,05) em relacdo ao grupo controle (CSS).
Além disso, € possivel verificar que o
tratamento com insulina (D-S-TRE) e o
tratamento com GLN e insulina (D-GLN-TRE)
promoveram aumento significativo (p < 0,05)
na massa corporal quando comparado com o
grupo diabético (DSS).

Tabela 2 - Massa corporal ao inicio e final do tratamento (g) e diferenca entre a massa corporal ao inicio e final do
tratamento (A) (g), apos 30 dias de suplementagdo, para ratos Wistar dos grupos Controle (CSS) e Diabético (DSS) que
receberam salina via oral e subcutanea; Diabéticos (D-GLN-S) suplementados com GLN 400 g/kg de peso corporal e
injecdo de salina subcutanea; Diabéticos (D-S-TRE) que receberam salina oral e injecdo de Insulina Tresiba® (5 U/kg)
subcutanea; Diabéticos (D-GLN-TRE) suplementados com GLN 400 g/kg de peso corporal e inje¢do de Insulina Tresiba®
(5 U/kg) subcutanea.

CSS DSS D-GLN-S D-S-TRE D-GLN-TRE
Massa corporal ~ 258,9 + 5,42 208,4 + 6,66 198,4 + 6,46 218,6 + 4,20 219,6 + 6,52
inicial (g)
Massa corporal  345,0 + 3,67 183,6 £ 3,44 176,1 £5,21 234,6 £ 4,98 257,3+ 12,84
final (g)
A Massa +111,8+580  -37,5+0,86° -36,3+ 1,767 +21,6 +3,18° +50,0 + 3,51°

corporal (g)

a = diferenca estatistica significativa em relagdo ao grupo CSS; ® = diferenca estatistica significativa em relagéo ao grupo
DSS.

A tabela 3 mostra que houve aumento
estatistico significativo (p < 0,05) na ingestao
alimentar inicial e final, na glicemia pos-
prandial inicial e final, e glicemia jejum inicial
e final do grupo diabético (DSS) em
comparagio com o grupo controle (CSS). E
possivel observar também que o tratamento
com GLN e insulina (D-GLN-TRE) promoveu
diminuigdo significativa (p < 0,05) na glicemia
pos-prandial final quando comparado com o

grupo diabético (DSS). O grupo tratado apenas
com insulina  (D-S-TRE)  apresentou
diminuicdo significativa (p < 0,05) na glicemia
jejum final quando comparado com o grupo
diabético (DSS). Por fim, os resultados
mostram que a adi¢cdo de GLN ao grupo (D-
GLN-TRE) promoveu significativamente (p <
0,05) uma maior glicemia de jejum final
quando comparado com o grupo tratado apenas
com insulina (D-S-TRE).
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Tabela 3 — Ingestdo alimentar inicial e final (g), glicemia p6s-prandial inicial e final (g) e glicemia jejum inicial e final
(9) apos 30 dias de suplementacéo, para ratos Wistar dos grupos Controle (CSS) e Diabético (DSS) que receberam salina
via oral e subcutanea; Diabéticos (D-GLN-S) suplementados com GLN 400 g/kg de peso corporal e injecdo de salina
subcutanea; Diabéticos (D-S-TRE) que receberam salina oral e injecdo de Insulina Tresiba® (5 U/kg) subcutanea;
Diabéticos (D-GLN-TRE) suplementados com GLN 400 g/kg de peso corporal e injecdo de Insulina Tresiba® (5 U/kg)

subcutanea.

CSS

D-GLN-S D-S-TRE D-GLN-TRE

Ingestéo
Inicial (g)

30,10 £ 0,233

Ingestao 29,05 £ 0,213

final (g)

Glicemia 81,70+ 2,716
Pos-prandial

inicial (mg/dL)

Glicemia
Pos-prandial
final (mg/dL)

85,70 £ 2,145

Glicemia
Jejum inicial
(mg/dL)

69,90 £+ 3,19

Glicemia
Jejum final
(mg/dL)

107,6 + 2,65

37,04 +0,827% 34,63 + 0,595

34,19 + 0,622

489,7 + 7,302

502,9 + 2,852

420,1 +40,97% 394,0+ 27,76

33,90+ 1,297 34,26 £1,058

32,92+0,70 34,38 £ 0,95 36,96 + 0,69

466,9+21,01 427,7+32,82 4049 + 35,46

501,0+ 1,00  456,5+ 25,74 440,0 + 24,63"

328,5+19,97 3251+21,64

551,9 + 16,31 437,5+42,40 353,8+1953" 584,2 + 23,201

a = diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo CSS; ° = diferenca estatistica significativa em relago ao grupo
DSS; ¢ = diferenca estatistica significativa em relagéo ao grupo D-S-TRE.

A andlise quantitativa dos &cinos
glandulares (Figuras 1A e 2) ndo apresentou
diferenca significativa na densidade acinar
entre os ratos dos grupos diabéticos tratados (p
> 0,05) quando comparados a do controle
(CSS). Observou-se que uma menor densidade
média dos acinos nos grupos diabéticos D-
GLN-TRE (p < 0,001) e D-S-TRE (p < 0,05)
quando comparados com o grupo diabético
(DSS), aproximando-se assim estes grupos

com a densidade média encontrada no grupo
controle (CSS).

A anélise morfométrica dos acinos
glandulares (Figuras 1B e 2) revelou menor
area acinar média nos ratos de todos 0s grupos
diabéticos (DSS, D-GLN-S, D-GLN-TRE e D-
S-TRE) (p < 0,001) em relagdo ao do grupo
controle (CSS). No entanto, a area acinar
média do grupo D-GLN-TRE foi maior em
relacdo aos grupos DSS, D-GLN-S e D-S-TRE
(p <0,001).
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Figura 1 - Densidade acinar média (A) e area acinar média (B) da gléndula salivar parétida dos ratos nos grupos:
normoglicémico (CSS); diabético (DSS); diabético suplementado com L-GLN (D-GLN-S); diabético e com injecdo
subcuténea de insulina degludeca (D-S-TRE) e diabético suplementado com L-GLN e com injecdo subcutinea de insulina
degludeca (D-GLN-TRE). ? = diferenca estatistica significativa em relagio ao grupo CSS; ® = diferenca estatistica
significativa em relagio ao grupo DSS; ° = diferenca estatistica significativa em relagio ao grupo D-GLN-S; ¢ = diferenca
estatistica significativa em relagéo ao grupo D-S-TRE.
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Figura 2 — Fotomicrografias de cortes histologicos das glandulas par6tidas dos grupos: Normoglicémico (CSS); diabético
(DSS); diabético suplementado com L-GLN (D-GLN-S); diabético suplementado com L-GLN e com injec¢éo subcutanea
de insulina Tresiba® (D-GLN-TRE) e diabético e com inje¢do subcutanea de insulina Tresiba® (D-S-TRE). Setas: 4cinos

serosos. Coloragdo HE; aumento 20x.

Por meio desse estudo, verificamos
que, o Diabetes promoveu diminuicdo da
massa corporal, aumento na ingestdo alimentar
inicial e final, na glicemia pés-prandial inicial
e final, na glicemia de jejum inicial e final, e
diminuicdlo na morfometria dos acinos
glandulares. A suplementagdo com GLN, em
ratos diabéticos, ndo alterou os parametros
estudados em relacdo aos animais diabéticos

ndo suplementados. O tratamento com
insulina, em ratos diabéticos, promoveu
aumento significativo de massa corporal,
diminuicdo na densidade acinar e ligeira
diminuicdo (porém significativa) na glicemia
de jejum final. Os animais suplementados com
GLN e tratados com insulina apresentaram
aumento de massa corporal, ligeira diminuicéo
(porém significativa) da glicemia p6s-prandial
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final, diminuicdo na densidade acinar e
aumento na &rea acinar média.

As glandulas salivares apresentam
sensibilidade seletiva aos danos causados por
determinadas condicbes como o0 estado
fisiologico de envelhecimento, Sindrome de
Sjogren e DM. A glandula pardtida é a mais
afetada pelo estresse oxidativo gerado pelo
diabetes,* tanto que, em ratos com diabetes
cronico, os &cinos desta glandula tem sua
densidade media reduzida e 0s mesmos
mostram-se atrofiados. Essa perda ¢ justificada
principalmente pelas seguintes condicdes: 0s
acinos serosos contem granulos secretores
ricos em metais pesados, 0 que 0s tornam mais
vulneraveis ao ataque mediado por metais via
radicais livres e perdxido de hidrogénio
provocados pelo acumulo de produtos de
glicacdo avancada — AGEs * que induz as
células acinares a sofrerem intensa acdo das
espécies radicalares, reduzindo a sua
capacidade de neutralizé-las e elimina-las; o
que pode gerar morte celular por necrose ou
apoptose. Outra condicdo observada, é o
aumento da infiltracdo linfocitica no
parénquima glandular, que em virtude do
processo inflamatério gerado, incorre em
destruicdo tecidual.® Contudo, neste modelo
experimental de diabetes com duracdo de 30
dias, e com ratos com 50 dias de idade, ndo foi
possivel observar perda acinar em nenhum dos
grupos diabéticos tratados ou ndo, quando
comparados ao grupo normoglicémico (CSS);
porém, esses dados contrastam com 0s
resultados obtidos a partir de modelo
experimental de diabetes cronico com duragao
de 120 dias realizado em experimentos
anteriores no nosso laboratorio e em outros
estudos compilados na literatura. Isto pode ser
sugestivo de que neste periodo de tempo
experimental e nessa faixa etaria, o
parénquima da glandula salivar pardtida
recorra a plasticidade parenquimal a fim de se
regenerar de injlrias ocasionadas pelos efeitos
deletérios do DM. Este achado corrobora o
estudo de Man et al.,’® ao constatar que as
células dos ductos intercalares de glandulas
submandibulares exibem relevante papel na
renovacdo celular, tendo a possibilidade de
sofrerem diferenciacio em bloco para
substituir os acinos; além de contribuirem para
a deposicdo adicional de ceélulas individuais

Artigo Original
nos limites entre os ductos intercalares com os
acinos e com os ductos estriados. Fossati et
al.,'  acrescentam  ainda que 0
desenvolvimento de todas as glandulas
salivares € semelhante e que ha um segmento
ductal entre os ductos intercalares e estriados
que secretam fatores de crescimento como
fator de crescimento epidermal (EGF) e fator
de crescimento de fibroblastos (FGF), entre
outros, que influenciam na regeneracdo da
glandula submandibular, e possivelmente nas
demais glandulas salivares.

Observou-se  uma tendéncia no
aumento na densidade média dos &cinos dos
ratos do grupo diabético (DSS) em relacéo ao
grupo controle (CSS), porém, essas alteraces
ndo foram significativas. Entretanto, esses
dados sdo importantes porque ao analisar a
densidade do acinos dos grupos D-GLN-TRE
e D-S-TRE observou-se uma diminuicéo
significativa que a encontrada no grupo
diabético (DSS) e aproximando-se assim estes
grupos com a densidade média encontrada no
grupo controle (CSS). Considerando que a area
do campo analisada foi de 5,552 mm? para
todas as imagens de cada grupo, e observando
os dados da andlise morfométrica que
evidenciaram maior &rea acinar média,
justamente nos grupos D-GLN-TRE e D-S-
TRE, enquanto os é&cinos do grupo DSS
mostraram-se menores; Nnos permite inferir
que, como a area analisada das imagens é a
mesma para todos os grupos, e a area dos
acinos do grupo DSS foi menor, poderiam ser
visualizados em maior nimero ocupando a
mesma &rea.

Através da andlise morfométrica,
observou-se reducdo da atrofia acinar na
glandula parétida dos ratos diabéticos dos
grupos D-S-TRE e D-GLN-TRE em relacéo
aos dos grupos DSS e D-GLN-S; e este dado
pode estar relacionado a diversos fatores que
influem diretamente na morfofisiologia do
parénquima glandular, sobretudo da glandula
parétida. Tais fatores sdo elencados como:
modificacdo na sintese e no conteldo de
proteinas,’’ bem como, reducéo dos niveis de
aguaporinas, que sd0 essenciais para a
transferéncia de 4gua e no equilibrio
eletrolitico na secrecdo de saliva '8
colaborando com a atrofia; da reducdo da
resposta secretoria da parétida as estimulacoes
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simpatica e parassimpatica devido a neuropatia
autonémical® e a falta de insulina; uma vez que
a manutencdo da estrutura e funcdo normal do
parénquima glandular depende parcialmente
deste hormonio.?® Este dGltimo fator, foi
observado em nosso estudo, ao constatar que
0s grupos D-S-TRE e D-GLN-TRE exibiram
areas acinares maiores que os grupos DSS e D-
GLN-S.

A suplementacdo apenas com L-
glutamina (D-GLN-S) ndo evitou que o0s
acinos sofressem reducdo de suas areas,
possivelmente, pelo fato de que, neste periodo
de trinta dias de experimento, a glutamina pode
ter sido preferencialmente requerida para
outras areas do organismo, tendo em vista que
durante  situacBes hipercatabdlicas,l a
exemplo do que ocorre com 0 DM, a glutamina
pode se tornar essencial para a funcgdo
metabdlica, 0 que compromete a sua
disponibilidade em decorréncia da implicacdo
do metabolismo de aminoécidos em nivel
tecidual.

Assim podemos presumir que, mesmo
com a suplementacdo com GLN, a sua
concentracdo plasmatica ndo foi suficiente
para gerar efeitos benéficos expressivos, uma
vez que a sua demanda torna-se maior que a
producdo enddgena e se estabelece um quadro
de deficiéncia de GLN.?

Terapias adjuvantes através de
suplementacGes, com o intuito de prevenir e/ou
reduzir as complicacdes tipicas do DM, sédo
geralmente insuficientes sem o uso de insulina
ex0gena, uma vez que o organismo perde a
capacidade de produzir esse hormonio. Essa
condicdo também foi observada em nosso
estudo, ao verificar que no grupo D-GLN-
TRE, a acdo combinada entre GLN e insulina
Tresiba® atenuou a reducdo da area acinar em
relacdo aos demais grupos diabéticos; e
embora ndo tenha sido equiparada a
morfometria acinar observada no grupo CSS,
podemos considerar alguns fatos na tentativa
de elucidar a melhora deste pardmetro: 1) a
GLN aumenta a sintese de glutationa,
potencializando as defesas antioxidantes; 2) a
GLN é o aminoacido mais eficaz para induzir
a liberacdo do peptideo-1 como glucagon
(GLP-1) secretado pelas células
enteroendocrinas L gastrintestinais e que tem
papel relevante na mediacdo da liberagéo
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fisiologica de insulina apds uma refeicdo;?® 3)
a GLN tem um efeito positivo na oxidagédo da
glicose e na resisténcia a insulina, e estimula a
liberagdo de insulina, bem como reduz a
glicemia pos-prandial no DM;?* 4) a insulina
aumenta os niveis de DNA, RNA, proteina
total e enzimas secretoras da glandula parotida
de ratos diabéticos, desempenhando um papel
importante na regulacdo do crescimento e
funcéo desta glandula.®

CONCLUSAO

Tanto a acdo da insulina Tresiba®,
quanto a agdo combinada entre GLN e insulina
Tresiba® promoveram a manutencio da
densidade acinar média, interferindo nos
mecanismos citofisiolégicos que promovem a
manutencdo da densidade dos &cinos serosos
da glandula salivar par6tida dos ratos
diabéticos. Observou-se que o efeito protetor
da GLN combinada a insulina Tresiba® em
ratos diabéticos foi o de atenuar a atrofia acinar
desta glandula, provavelmente por amenizar as
injdrias causadas pelo DM.

Embora os resultados demonstrados
parecam promissores para o0s efeitos da
glutamina sobre a densidade e morfometria
acinar, sao necessarios estudos experimentais
que considerem o tempo do periodo
experimental e a idade dos ratos para que sejam
concatenados com os resultados a curto e longo
prazo das complicagbes observadas na
glandula salivar parotida frente a condicdo de
hiperglicemia.
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