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Resumo:

Objetivou-se, neste estudo, analisar os efeitos da suplementagdo com L-glutamina
(GLN) sobre a densidade das unidades secretoras mucosas da glandula salivar
sublingual de ratos diabéticos 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 injecao
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
suplementacado diaria com solucéo salina e/ou L-glutamina 400 mg/Kg (gavagem) e
injecdo subcutanea de solucéo salina e/ou Insulina Tresiba® (5 U/kg de MC). Houve
reducdo na densidade média (p>0.001) dos grupos diabéticos (DSS, D-GLN-S e D-
S-TER) quando comparados aos ratos do grupo (CCS) e (D-GLN-TER). O
tratamento combinado de GLN e insulina Tresiba® minimizou os efeitos do DM e
equiparou aos ratos normoglicémicos a manutencdo das unidades secretoras
mucosas da glandula sublingual.

Introducao

A hiperglicemia gerada pelo diabetes mellitus (DM) predispfe a cavidade oral a uma
série de alteracOes fisiopatoldgicas como xerostomia, periodontite, candidiase, entre
outras. Essas alteracbes também estdo relacionadas ao aumento do estresse
oxidativo. Além da contribuicdo relevante dos antioxidantes que previnem e/ou
reduzem as complicacbes geradas pelo estresse oxidativo oriundo do diabetes
mellitus (DM); a insulina € a substancia mais eficaz na terapéutica em diabetes, uma
vez que esta patologia € uma das principais sindromes de evolucdo crbnica
caracterizada por deficiéncia absoluta ou relativa de insulina que interfere
negativamente no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos e, que durante
seu progresso, dependendo do controle metabdlico, podem advir complicacdes
agudas e cronicas, tais como hiperglicemia, glicosuria, complicacdes vasculares e
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neuropaticas. Embora a insulinoterapia seja o tratamento mais eficaz para DM, o
controle glicémico isolado nem sempre € suficiente para resolver as diversas
complicagbes dessa patologia. Substancias com atividade antioxidante, como € o
caso da L-glutamina (GLN), podem ser empregadas como terapia alternativa e/ou
complementar com o intuito de auxiliar no tratamento do DM. Ainda, a insulina
Tresiba® é uma nova geracéo de anélogos & insulina basal, com farmacodinamica
aprimorada, acdo biolégica prolongada e consistente, com risco de hipoglicemia
reduzido e dosagens mais flexiveis, que pode melhorar o controle glicémico a longo
prazo (VORA, et al.,, 2015). Neste estudo, objetivou-se analisar os efeitos da
suplementacdo com L-GLN sobre a densidade das unidades secretoras mucosas da
glandula salivar sublingual de ratos diabéticos e submetidos a insulinoterapia.

Materiais e métodos

Utilizou-se 25 ratos machos Wistar com 50 dias de idade (N° de protocolo de
aprovacdo CEUA: 9584021115), que foram distribuidos em 5 grupos:
Normoglicémico (CSS); diabético (DSS); diabético suplementado com GLN (D-GLN-
S); diabético e com injecdo subcutanea de insulina Tresiba® (D-S-TRE) e diabético
suplementado com GLN e com injecdo subcutanea de insulina Tresiba® (D-GLN-
TRE). Durante 30 dias, houve suplementacéo diaria com solucdo salina 0,9% e/ou
GLN 400 mg/Kg (gavagem), e/ou injecdo subcutanea de solugcao salina ou Insulina
Tresiba® (5 U/kg de massa corporal). Apés 30 dias de experimento, os animais
foram pesados, anestesiados com tiopental (40 mg/kg) intraperitoneal e sacrificados.
As glandulas sublinguais extraidas foram lavadas em solucdo salina 0,9%, e
transferidas para solugcdo fixadora contendo formol tamponado 10%. Cortes
histoldgicos (6um) foram corados em Hematoxilina-Eosina.

As imagens foram capturadas por camera de alta resolugdo acoplada ao
microscopio Olympus BX20, em um aumento de 20X, e transmitidas para
microcomputador e gravadas em compact disc. Das imagens capturadas, foram
guantificados, pelo programa de analise de imagens Image-Pro-Plus, as unidades
secretoras de 20 campos por animal de cada grupo, a fim de delinear a densidade das
mesmas. Os dados foram submetidos a testes estatisticos apropriados, como analise
de variancia e teste de Tukey para comparacdo dos aspectos quantitativos das
unidades secretoras glandulares entre os grupos. O nivel de significancia foi de 5%.

Resultados e Discussao

A analise quantitativa das unidades secretoras mucosas da glandula salivar
sublingual (Figura 1) demonstrou reducéo na densidade média (p>0.001) dos grupos
diabéticos (DSS, D-GLN-S e D-S-TRE) quando comparados aos ratos dos grupos
normoglicémico (CCS) e diabético suplementado com GLN e com injecao
subcutanea de insulina Tresiba® (D-GLN-TRE).

As glandulas sublinguais contribuem com apenas 5% da producdo de saliva diaria,
sendo, por este motivo, pouco avaliadas quanto aos efeitos histopatologicos
imputados pela condicdo de diabetes, quer seja agudo ou crénico. Além disso,
observa-se que as complicacdes caracteristicas de curto e longo prazos do diabetes,
incluindo o estresse oxidativo, manifestam-se de modo diferencial nas glandulas

Universidade FUNDACAO 7“‘ ‘ !
LAUEM= B :
‘4 o LACNPq  meichi  covemno
Cientifico I6gico. e Tecne ico do Paran

Nacional de Desenvolvimento
ol

DO ESTADO DO PARANA




S{UEM=

29° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica i 290ELIC
9° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Junior §

29 a 31 de outubro de 2020

W h

salivares, apontando que a parétida € a mais gfetada guando comparada as
glandulas submandibular e sublingual (KNAS et al., 2016).
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Figura 1. Densidade média das unidades secretoras mucosas da glandula salivar sublingual
dos ratos nos grupos: Normoglicémico (CSS); diabético (DSS); diabético suplementado com L-GLN
(D-GLN-S); diabético e com injecao subcutanea de insulina Tresiba® (D-S-TRE) e diabético
suplementado com GLN e com injecdo subcutanea de insulina Tresiba® (D-GLN-TRE). N=5.

* @ ** p<0.001 quando comparados aos grupos DSS, D-GLN-S e D-S-TRE.

A literatura relata que, em ratos com diabetes cronico, os acinos das glandulas
pardtida e submandibular tem sua densidade média reduzida e mostram-se
atrofiados em decorréncia das deficiéncias nos processos de manutencao do tecido
glandular e na sua renovacdo celular; do aumento de infiltracdo linfocitica no
parénquima glandular; e da amplificacdo do estresse oxidativo, gerando morte
celular, com consequente reducao da densidade acinar.

Os raros estudos compilados na literatura denotam que o parénquima da glandula
sublingual € menos vulneravel aos efeitos do DM, tanto que Morris et al. (1992) néo
encontraram alteracbes morfolégicas nas células parénquimas da glandula
sublingual de ratos diabéticos induzidos por estreptozootocina, durante 7 semanas.
Resultado similar foi obtido a partir de modelo experimental com ratos diabéticos
cronicos (17 semanas) e com 90 dias de idade, realizado em experimentos
anteriores no nosso laboratorio (dados ndo publicados). Contudo, neste modelo
experimental de diabetes em ratos com 50 dias de idade e duracdo de 30 dias,
observamos perda numérica das unidades secretoras mucosas das glandulas
sublinguais dos ratos dos grupos diabéticos (DSS, D-GLN-S e D-S-TRE) quando
comparados aos ratos do grupo normoglicémico (CCS) e diabético (D-GLN-TRE).
Essa acdo seletiva do diabetes sobre o parénquima da glandula sublingual, em
diferentes periodos de tempo de experimento e de idade dos animais, pode ser
indicativo de que alguns fatores estejam subordinados a tal suscetibilidade, tais
como: a) manutencéo da integridade estrutural e funcional dos ductos intercalares e
estriados que exibem papel essencial na renovacao celular normal, podendo sofrer
diferenciacdo em bloco para a substituir os acinos; b) variagbes no suprimento
sanguineo devido as alteracdes vasculares; c) acao dos receptores de insulina que
estariam ligados a modificacdo da sensibilidade celular; bem como, danos
estruturais nos nervos autondmicos. Considerando nosso estudo, esses fatores
poderiam ser indicativos de que a perda numérica observada no grupo DSS,
depende do grau de plasticidade inerente a glandula salivar, diante das injarias
decorrentes do DM; ja que as glandulas salivares parotidas de ratos diabéticos
evidenciaram maior plasticidade parenquimal quando analisadas nas mesmas
condi¢cbes experimentais (dados néao publicados).
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Embora ndo tenhamos observado apontamento efetivo na administracdo isolada
tanto da GLN quanto da insulina Tresiba® sobre a densidade média das unidades
secretoras sublinguais dos ratos dos grupos D-GLN-S e D-S-TRE; a literatura
evidencia acfes salutares destas substancias sobre os sistemas biologicos, tais
como: atividades antiulcerogénica, antimicrobiana, hepatoprotetora, cardioprotetora
e antioxidante da GLN; enquanto que a insulina Tresiba® ao apresentar alta
similaridade com o perfil de sequenciamento da insulina humana, gera um efeito
mais contiguo as necessidades metabdlicas do organismo atenuando as
complicacg@es tipicas do DM a longo prazo.

A maior densidade média das unidades secretoras sublinguais observada nos ratos
do grupo D-GLN-TRE, em relacéo ao grupo D, pode ser atribuida ao fato de que a
GLN tenha um papel crucial na sintese de citocinas pro-inflamatoérias, como TNF-q,
favorecendo a limitacdo de processos inflamatorios; e na sintese da glutationa
(GSH), um potente antioxidante que possui alvos moleculares especificos, como
fatores de transcricdo (CURI, et al., 2005). Além disso, o tratamento com insulina
combinada com GLN, pode ter um efeito expressivo ha manutencéo da estrutura do
parénquima e funcdo normal da glandula, ja que estes parametros sao parcialmente
dependentes da acao deste hormonio.

Conclusodes

O tratamento combinado de GLN e insulina Tresiba® minimizou os efeitos do DM e
equiparou aos ratos normoglicémicos a manutencdo das unidades secretoras
mucosas da glandula sublingual.
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