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Resumo

Objetivou-se neste estudo avaliar a morfometria dos acinos da glandula salivar
parétida de ratos diabéticos suplementados com L-glutamina (GLN) e submetidos a
insulinoterapia. Vinte e cinco ratos machos 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 injecéo subcutanea de insulina Tresiba®
(D-GLN-TRE). Durante 30 dias, houve suplementacéo diaria com solucdo salina ou
L-glutamina 400 mg/Kg (gavagem), e/ou injecdo subcutadnea de solugcao salina ou
Insulina Tresiba® (5 U/kg de massa corporal). O grupo CCS mostrou maior area
acinar média em relacdo aos demais grupos (p < 0,001). A &rea acinar média do
grupo D-GLN-TRE foi maior comparada aos grupos DSS, D-GLN-S e D-S-TRE (p <
0,001). Estes dados apontam para o efeito protetor da L-glutamina combinada com a
insulina ao prevenir a atrofia acinar da glandula parétida de ratos diabéticos.

Introducao

O comportamento das glandulas salivares em humanos e animais com diabetes
induzido aponta niveis distintos de alteracbes morfofisioloégicas e estruturais que
comprometem a funcdo das mesmas (NEGRATO; TARZIA, 2010). O surgimento
destas alteracdes nas glandulas salivares tem sido atrelado a elevagao dos niveis do
estresse oxidativo que promove o aumento de moléculas altamente reativas dentro
das células, reduzindo a capacidade celular em neutraliza-las e elimina-las.

Os beneficios da administracdo de L-glutamina (GLN) em modelos de diabetes
experimental foram demonstrados através de suas atividades biologicas tais como:
antiulcerogénica, antimicrobiana, hepatoprotetora, cardioprotetora e antioxidante.
Além dos antioxidantes que podem ser excelentes adjuvantes, a insulina é a
substancia mais eficaz na terapéutica do diabetes mellitus tipo 1 (DM1). Embora a
terapia com insulina atue de modo eficaz na reducdo dos niveis glicémicos, a sua
utilizagdo frequentemente torna-se subutilizada no tratamento do diabetes, ou sua
dosagem acaba sendo inadequada em decorréncia de um possivel quadro de
hipoglicemia. Assim sendo, a existéncia de insulinas comercializadas com
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capacidade de mimetizar a secrecao basal de insulina, com auséncia de picos apos
aplicacdo e com ac&o mais prolongada, como é o caso da insulina Tresiba®, pode
alavancar a expectativa de que essa substancia promova um tratamento mais
eficiente para o DM1. Frente o exposto, objetivou-se neste estudo avaliar a
morfometria dos acinos serosos da glandula salivar parétida de ratos diabéticos
suplementados com L-glutamina e submetidos a insulinoterapia.

Materiais e métodos

Foram utilizados 25 ratos adultos machos, da linhagem Wistar com 50 dias de idade,
(CEUA n° 9584021115), que 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 suplementacao diaria com solu¢éo salina 0,9% e/ou L-glutamina 400
mg/Kg (gavagem), e/ou injecéo subcutanea de solucao salina ou Insulina Tresiba® (5
U/kg de massa corporal).

Apos 30 dias de experimento, os animais foram pesados, anestesiados com
tiopental (40 mg/kg) intraperitoneal e sacrificados. As parétidas extraidas foram
lavadas em solucdo salina 0,9%, e transferidas para solucdo fixadora contendo
formol tamponado 10%. Cortes histologicos (6um) foram corados em Hematoxilina-
Eosina. Imagens dos acinos capturadas por camara acoplada ao microscopio foram
transmitidas para computador. Para a anélise morfométrica, foi mensurada a area
(um?) de 100 &cinos por animal, perfazendo o total de 500 &cinos em cada grupo
estudado; expressando-se 0s resultados em area acinar média por grupo.

Os dados foram submetidos a testes estatisticos apropriados, como analise de
variancia, teste de normalidade e teste de Tukey para comparacdo dos aspectos
morfométricos dos acinos glandulares entre os grupos. O nivel de significancia foi de
5%.

Resultados e Discusséo

A analise morfométrica dos acinos glandulares (Figura 1) revelou maior area acinar
média nos animais do grupo CSS em rela¢do aos dos grupos DSS, D-GLN-S, D-
GLN-TRE e D-S-TRE (p < 0,001). No entanto, a area acinar média do grupo D-GLN-
TRE foi maior em relagéo aos grupos DSS, D-GLN-S e D-S-TRE (p < 0,001). Nao foi
observada diferenca entre os grupos DDS e D-GLN-S (p > 0,05).
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Figura 1. Area acinar média da glandula salivar parétida dos ratos nos grupos: Normoglicémico
(CSS); diabético (DSS); diabético suplementado com L GLN (D-GLN-S); diabético suplementado com
L-GLN e com injecdo subcutanea de insulina Tresiba® (D-GLN-TRE) e diabético com injecao

subcutanea de insulina Tresiba® (D-S-TRE). n=5. *P < 0.001 quando comparado aos grupos CSS,
D-GLN-TRE e D-S-TRE.

A atrofia dos acinos secretores pode ser decorrente de processos degenerativos
provenientes do estado hiperglicémico. Através da analise morfométrica,
observamos maior atrofia acinar na glandula parétida dos animais dos grupos DSS e
D-GLN-S, em relacdo aos demais grupos; e este dado pode estar relacionado a
diversos fatores que influem diretamente na histofisiologia do parénquima glandular,
sobretudo da glandula parotida. Tais fatores séo elencados como: deplecéo crénica
de sodio nas células acinares, o que gera desidratacdo das mesmas; reducéo e/ou
modificacdo no contetdo e sintese de proteinas, bem como, distarbio no
metabolismo de carboidratos; reducdo da resposta secretdria da parétida as
estimulacbes simpatica e parassimpatica devido a anormalidades neuroaxonais
tipicas da neuropatia diabética e a falta de insulina; uma vez que a manutencéo da
estrutura e funcdo normal da glandula pode, em parte, ser dependente deste
hormdénio (HAND; WEISS, 1984). Este ultimo fator, foi observado em nosso estudo,
ao constatar que os grupos D-S-TRE e D-GLN-TRE exibiram areas acinares maiores
gue os grupos DSS e D-GLN-S.
A suplementacdo apenas com L-glutamina (D-GLN-S) n&o evitou que 0S acinos
sofressem reducdo de suas areas, possivelmente, pelo fato de que, neste periodo
de trinta dias, a glutamina pode ter sido preferencialmente requerida para outros
tecidos corporais e 6rgdos como o figado, para atuar na reversao dos efeitos
bioquimicos e o acumulo hepatico de glicogénio (glicogenose) favorecendo as vias
anabdlicas pelo aumento da razdo [NADH]/[NAD'] e melhorando parametros
envolvidos com o0 estresse oxidativo diabético (dados ndo apresentados). Assim
podemos inferir que mesmo com a suplementacdo com GLN, a sua concentracao
plasmatica ainda nao foi suficiente para gerar efeitos benéficos expressivos, uma
vez que em situacdes de estresse metabdlico como queimaduras, traumas ou
diabetes mellitus tipo 1, a demanda torna-se maior que a producdo endogena e se
estabelece um quadro de deficiéncia de GLN (RENNIE et al., 2001).
Terapias adjuvantes através de suplementacbes, com o intuito de prevenir e/ou
reduzir as complicacg@es tipicas do DM1, sdo geralmente insuficientes sem o uso de
insulina exdégena, uma vez que o organismo perde a capacidade de produzir esse
hormdénio. Essa condigdo 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 néo
tenha sido equiparada a morfometria acinar observada no grupo CSS (p < 0.001),
podemos considerar alguns fatos na tentativa de elucidar a melhora deste
parametro: 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 enteroenddécrinas L
gastrintestinais e que tem papel relevante na mediacdo da liberacédo fisiologica de
insulina apos uma refeicdo (SAMOCHA-BONET, 2015); 3) a insulina aumenta o0s
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niveis de DNA, RNA, proteina total e enzimas secretoras da glandula parétida de
ratos diabéticos, desempenhando um papel importante na regulagédo do crescimento
e funcéo desta glandula (ANDERSON, 1983).

Conclusobes

Os dados obtidos apontam para o efeito protetor da L-glutamina combinada com a
insulina ao prevenir a atrofia acinar da glandula parétida de ratos diabéticos.
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