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Resumo

Neste estudo, objetivamos investigar os efeitos da suplementacdo com L-
glutamina sobre aspectos morfométricos dos ductos estriados da glandula
salivar pardtida de ratos Wistar diabéticos tipo 1, submetidos a
insulinoterapia. Vinte e cinco ratos machos foram distribuidos em cinco
grupos: Normoglicémico (CSS); diabético (DSS); diabético suplementados
com L-GLN (D-GLN-S); diabético com injecdo subcutanea de insulina
Tresiba® (D-S-TRE) e diabético suplementado com L-GLN e com injec&o
subcutanea de insulina Tresiba® (D-GLN-TRE). Durante 30 dias, houve
suplementacdo diaria com solucdo salina ou L-glutamina 400 mg/Kg
(gavagem), e/ou injecdo subcutanea de solucdo salina ou Insulina Tresiba®
(5 U/kg). Houve reducéo significativa da area meédia dos ductos estriados da
glandula parétida nos ratos do grupo DSS em relacdo aos do grupo CSS (p
< 0,001). Nao foi observada diferenca significativa da area média dos ductos
estriados do grupo diabético tratado D-GLN-TRE com o grupo CSS (p >
0,05). Contudo, quando comparado ao grupo DSS, o grupo diabético tratado
D-GLN-TRE exibiu maior area média dos ductos estriados (p < 0,001).
Esses dados apontam para a eficacia da acdo combinada entre L-GLN e
insulina Tresiba® que preveniu significativamente as alteracdes
morfoestruturais desses ductos, inerentes ao quadro diabético.

Introducgao

A glandula salivar parotida é caracterizada por ser uma glandula par e com
secrec¢do exadcrina. Os constituintes dessa secre¢cdo possuem importancia na
constituicdo da saude bucal, permitindo ndo apenas a protecdo dentaria,
umedecimento e lubrificagdo da cavidade oral, mas contribui também com
degluticdo, inicio da digestdo dos alimentos e prevencdo contra infeccoes
(possui componentes da imunidade). O Diabetes mellitus tipo | (DM1), como
afeccdo metabdlica em decorréncia da disfuncdo na producdo de insulina,
leva o organismo a desenvolver hiperglicemia cronica. A glicose em excesso
na corrente sanguinea, se associa a radicais livres formando produtos finais
de glicacdo avancada (AGESs). Por isso, esse disturbio leva ao aumento do
estresse oxidativo celular crénico e aumento de processos inflamatérios com
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manifestacdes a curto e a longo prazo tanto bucais, quanto de acometimento
sistémico de outros 6rgdos e tecidos (REIS et al., 2020). Em virtude disso,
pesquisas de novas possibilidades de tratamento tém sido realizadas,
principalmente relacionadas a fitoterapicos e substancias isoladas,
objetivando reducéo de efeitos colaterais e custos comparando-se as drogas
sintéticas (BEHROUJ et al., 2018).

O controle da glicemia é de essencial importancia na homeostase dos
tecidos e, por isso, substancias antioxidantes, como é o caso da L-glutamina
(GLN), podem ser empregadas como terapia complementar com o intuito de
auxiliar no tratamento do DM1. Ademais, a insulina Tresiba® (Insulina
Degludeca), um analogo da insulina basal, além de ter um perfil
farmacocinético prolongado, garantindo ao paciente vantagem sobre o
tempo de acdo e flexibilidade de aplicacdo, possui beneficios sobre o
controle glicémico, de acordo com a avaliagdo da hemoglobina glicada
(SUCHOJ et al., 2018). A luz do exposto, objetivou-se neste estudo, avaliar
aspectos morfomeétricos dos ductos estriados da glandula salivar parétida de
ratos diabéticos suplementados com L-glutamina e submetidos a
insulinoterapia e possiveis repercussdes sobre os efeitos nocivos causados
pelo DM1 nessa estrutura.

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 suplementacdo
diaria com solucao salina 0,9% e/ou L-glutamina 400 mg/Kg (gavagem), e/ou
injecdo subcutanea de solucéo salina ou Insulina Tresiba® (5 U/kg de massa
corporal).

Apb6s 30 dias de experimento, os animais foram pesados, anestesiados com
tiopental (40 mg/kg) intraperitoneal e eutanasiados. As glandulas parotidas
extraidas foram lavadas em solucéo salina 0,9%, e transferidas para solucéo
fixadora contendo formol tamponado 10%. Cortes histoldgicos (6pum) foram
corados em Hematoxilina-Eosina. As imagens foram capturadas por camera
de alta resolucdo acoplada ao microscopio Olympus BX20, em um aumento
de 20X, e transmitidas para microcomputador e gravadas em compact disc.
Das imagens capturadas, foram mensuradas as areas (Um?), pelo programa
de analise de imagens Image-Pro-Plus, os ductos estriados de 20 campos
por animal de cada grupo, a fim de delinear a morfometria dos mesmos,
expressando-se o0s resultados em média das areas dos ductos por grupo. Os
dados coletados foram submetidos a testes estatisticos (anélise de variancia
e teste de Tukey) para comparacéo dos aspectos morfométricos dos ductos
estriados glandulares entre os grupos. O nivel de significancia foi de 5%.

Resultados e Discussao
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A analise morfométrica mostrou reducdo significativa da area média dos
ductos estriados da glandula parétida nos ratos do grupo DSS em relacéo
aos do grupo CSS (p < 0,001). Na comparagdo da area média dos ductos
estriados do grupo diabético tratado D-GLN-TRE, ndo foi observada
diferenca significativa com o grupo CSS (p > 0,05). Contudo, o0 grupo
diabético tratado D-GLN-TRE exibiu maior area média dos ductos estriados
em relacdo aos do grupo DSS (p < 0,001), (Figura 1).
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Figura 1. Analise morfométrica média dos ductos estriados 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 injecédo subcutanea de insulina
Tresiba® (D-GLN-TRE) e diabético com injecao subcutanea de insulina Tresiba® (D-S-
TRE). * p < 0,001 quando comparado ao grupo CSS; ** p < 0,001 quando comparado ao
grupo DSS; *** p > 0,05 quando comparado ao grupo CSS

Em ratos Wistars, o DML1 resulta na degeneracéo tecidual e alteracdo da
estrutura da glandula salivar parétida, com a reducéo da area dos ductos
glandulares e em modificacbes na deposi¢cao laminar dessa glandula, com
evolucao progressiva no decorrer da histéria natural da doenca (MONTEIRO
et al., 2016). Ademais, em trabalhos realizados previamente pelo nosso
grupo de estudos analisou-se que em animais diabéticos, a depender da
duracdo do periodo experimental e da idade dos ratos, o surgimento de
hiperplasia dos ductos estriados, em comparacdo ao dos normoglicémicos;
desse modo, em analises quantitativas, ha uma maior densidade média
ductal. Este fato € associado a uma relacdo compensatoria, pois com a
degradacgéao acinar, a formacao da saliva seria prejudicada e, na tentativa de
compensar essa perda, os ductos exibiriam maior atividade secretora,
mesmo que resultando apenas no aumento da secrec¢do de agua (REIS et
al., 2020).

Nosso estudo demonstra que terapias adjuvantes por meio de
suplementacdo com substancias isoladas, sdo, em geral, insuficientes para
reduzir ou prevenir as alteracbes nocivas do DM1; sendo necessaria a
utilizacdo de insulina exdgena. Isso pode ser exemplificado ao constatar a
maior area média dos ductos estriados dos ratos do grupo diabético tratado
D-GLN-TRE em relagcdo ao do grupo DSS (p > 0,001), onde observou-se
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que a acdo combinada entre L-GLN e insulina Tresiba® preveniu
significativamente a reducdo da area ductal. A preservacdo da area media
dos ductos estriados observada no grupo diabético tratado D-GLN-TRE
também foi evidenciada em relacdo aos demais grupos diabéticos, além de
ter sua morfometria equiparada ao grupo CSS (p > 0,05).

A literatura ainda atenta para o fato da L-GLN aumentar sintese de
glutationa e intensificar efeitos antioxidantes deletérios na estrutura glandular
e da insulina aumentar de forma relevante os niveis de DNA, RNA, proteina
total e enzimas secretoras da glandula parétida de ratos diabéticos,
desempenhando um papel importante na regulacdo do crescimento e funcéo
desta glandula (ANDERSON, 1983). Nos animais tratados com a terapia
combinada, o parénquima da glandula pardtida mostrou-se menos
acometido pelos efeitos nocivos metabdlicos e oxidativos desta afeccao.
Desse modo, o efeito benéfico da associacdo destas substancias deve-se a
ampla utilizacdo da L-GLN na atenuacdo do estresse oxidativo e, também,
da insulina na manutencdo da estrutura do parénquima e funcdo normal
desta glandula.

Concluséao

O tratamento com L-glutamina e insulina combinadas, nos animais
diabéticos (D-GLN-TRE) sinalizou equiparacdo da area média dos ductos
estriados aos dos ratos do grupo normoglicémico (CSS). Além disso, 0 maior
tamanho dos ductos estriados dos ratos do grupo diabético tratado D-GLN-
TRE em relacdo ao do grupo DSS e aos demais grupos diabéticos, mostrou
que a acdo combinada entre L-GLN e insulina Tresiba® foi capaz de prevenir
significativamente as alteragcdes morfoestruturais desses ductos, inerentes
ao quadro diabético.
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