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Resumo:

Objetivou-se neste estudo, averiguar os efeitos da suplementacdo com L-glutamina
(GLN) sobre os acinos serosos da glandula submandibular de ratos diabéticos tipo 1
submetidos a insulinoterapia, através de analise quantitativa. Para tal, vinte e cinco
ratos foram distribuidos em cinco grupos (n=5): 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
suplementacdo diaria com solucdo salina ou L-glutamina 400 mg/Kg (gavagem),
elou injecdo subcutanea de solucdo salina ou Insulina Tresiba® (5 U/kg de massa
corporal). Para a andlise quantitativa, foram quantificadas as imagens dos &cinos
serosos de 20 campos por animal de cada grupo. Houve aumento significativo da
densidade acinar nos ratos do grupo DSS em relagdo aos do grupo CSS; assim
como, quando os grupos diabéticos D-GLN-S, D-S-TRE e D-GLN-TRE foram
comparados aos do grupo DSS. Também houve aumento significativo da densidade
acinar meédia nos grupos diabéticos tratados D-GLN-S, D-S-TRE e D-GLN-TRE em
relagdo aos do grupo CSS. A agéao isolada e/ou combinada da glutamina com a
insulina Tresiba® melhorou os parametros de densidade acinar, embora ndo tenha
equiparando-se aos do grupo CSS. Outro aspecto a ser considerado é que tanto o
periodo experimental como a idade dos ratos podem ser fatores que influenciam a
capacidade regenerativa da submandibular frente aos danos do diabetes mellitus
(DM).

Introducéo

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1), é descrito como uma doencga autoimune, em que
células B-pancredticas sdo atacadas por linfocitos T, resultando em uma baixa
producdo de insulina ou mesmo a sua auséncia. Por este motivo, a sua reposi¢cao
diaria € obrigatoria, sendo um meio de prevenir a hiperglicemia. Muitos tipos de
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insulina estado disponiveis no mercado e vao diferir principalmente quanto ao tempo
de acdo bioldgica. Tresiba® é um andlogo da insulina basal, de acdo ultra
prolongada e consistente, tendo menor risco de variabilidade glicémica e dosagens
mais flexiveis, que pode melhorar o controle glicémico a longo prazo (TAMBASCIA,;
ELIASCHEWITZ, 2015). O estresse oxidativo desencadeado pela DM repercute em
alterac6es morfofuncionais dos acinos das glandulas salivares, observadas na forma
de atrofia e perda numérica. Com o objetivo de reduzir esses efeitos; terapias
alternativas como a L-Glutamina (GLN) vem demonstrando resultados promissores,
no que tange os processos fisiologicos, tais como atividades anti-inflamatdrias,
antioxidantes e imunomoduladoras. Deste modo, objetivou-se neste estudo,
averiguar os efeitos da suplementacdo com L-glutamina (GLN) sobre os &cinos
serosos da glandula submandibular de ratos diabéticos tipo 1 submetidos a
insulinoterapia, através de analise quantitativa.

Materiais e Métodos

Utilizou-se 25 ratos Wistar com 50 dias de idade (N° de protocolo de aprovacao
CEUA: 9584021115), que foram distribuidos em 5 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 solucdo 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).

Apos 30 dias de experimento, os animais foram pesados, anestesiados com
tiopental (40 mg/kg) intraperitoneal e sacrificados. As parotidas extraidas foram
lavadas em solucdo salina 0,9%, e transferidas para solucédo 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
guantificados, pelo programa de andlise de imagens Image-Pro-Plus, os acinos de
20 campos por animal de cada grupo, a fim de delinear a densidade de acinos. Os
dados coletados foram submetidos a testes estatisticos apropriados, como analise
de variancia e teste de Tukey para comparacdo dos aspectos quantitativos dos
acinos glandulares entre os grupos. O nivel de significancia foi de 5%.

Resultados e Discussao

Na analise quantitativa dos acinos serosos da glandula submandibular foi constatado
aumento significativo da densidade acinar nos ratos do grupo DSS (25,12+0,38) em
relacdo aos do grupo CSS (19,58+0,40) assim como, quando 0s grupos diabéticos
D-GLN-S (22,44+ 0,09), D-S-TRE (22,1+ 0,85) e D-GLN-TRE (21,7 0,40) foram
comparados aos do grupo DSS. Também houve aumento significativo da densidade
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acinar meédia nos grupos diabéticos tratados D-GLN-S, D-S-TRE e D-GLN-TRE em
relagéo aos do grupo CSS (Figura 1).
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Figura 1 — Densidade acinar média da glandula salivar sumandibular dos ratos nos grupos: Normoglicémico (CSS); diabético
(DSS); diabético suplementado com L-GLN (D-GLN-S); diabético suplementado com L-GLN e com injegdo subcutanea de
insulina Tresiba® (D-GLN-TRE) e diabético e com injecdo subcuténea de insulina Tresiba® (D-S-TRE). * p < 0,001 comparado
com grupo CSS; ** p < 0,01 comparado com grupo CSS; *** p < 0,05 comparado com grupo CSS; **** p < 0,05 comparado com

grupo CSS.

A reducdo na densidade dos acinos serosos das glandulas salivares parétida e
submandibular de animais com diabetes cronico € bem descrita em estudos clinicos
e experimentais. Alguns fatores sdo aventados para tentar justificar essa perda
numerica, tais como: relagdo entre o estado hiperglicémico e aumento do estresse
oxidativo com concomitante redugcédo na capacidade antioxidante; auto oxidacao da
glicose, glicosilacdo proteica, peroxidacdo lipidica e formacdo de produtos de
glicosilagdo avancadas (AGEs) que induzem as células acinares a sofrerem intensa
acao das espécies radicalares, reduzindo a sua capacidade de neutraliza-las e
elimina-las; e culminar em morte celular por necrose ou apoptose. Outra condicdo
observada, é o aumento da infiltracdo linfocitica no parénquima glandular, que em
virtude do processo inflamatoério gerado, incorre em destruicdo tecidual (MOREIRA
et al., 2014). Neste modelo experimental de diabetes com duracéo de 30 dias, e com
ratos com 50 dias de idade, ndo foi possivel observar reducdo da densidade acinar
em nenhum dos grupos diabéticos tratados ou ndo, quando comparados ao grupo
normoglicémico (CSS); porém, esses dados contrastam com os resultados obtidos a
partir de modelo experimental de diabetes crénico com duracdo 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 e
nessa faixa etaria, o parénquima da glandula salivar submandibular ative sua
plasticidade parenquimal a fim de se regenerar de injurias ocasionadas pelos efeitos
prejudiciais do DM. Este resultado corrobora o estudo de Man et al., (2001) ao
constatar que as células dos ductos intercalares de glandulas submandibulares
possuem um papel crucial nos processos de renovacao celular, possibilitando a
diferenciacdo em bloco para substituir os &cinos; além de contribuirem para a
deposicao adicional de células individuais nos limites entre os ductos intercalares
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com os acinos e com os ductos estriados. Fossati et al., (2004) apensam ainda que
o desenvolvimento de todas as glandulas salivares € analogo, e que o segmento
ductal existente entre os ductos intercalares e estriados secretam fatores de
crescimento como o fator de crescimento epidermal (EGF) e fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), entre outros, que influem na regeneracao tecidual da glandula
submandibular.

A analise da densidade média dos acinos nos grupos D-S-GLN, D-S-TRE, D-GLN-
TRE, mostrou-se significativamente menor que a encontrada no grupo diabético
(DSS), assim como na comparacdo deste grupo diabético com o do grupo
normoglicémico (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 area acinar média, justamente nos grupos D-
GLN-TRE e CSS, enquanto os acinos do grupo DSS mostraram-se muito menores
(dados ndo apresentados); nos permite inferir que, como a area analisada das
imagens é a mesma para todos 0s grupos, e a area dos acinos do grupo DSS foram
menores, poderiam ser visualizados em maior nUmero ocupando a mesma area.

Conclusodes

Os dados obtidos denotam que a acédo isolada e/ou combinada da glutamina com a
insulina Tresiba® melhorou os parametros de densidade acinar, embora ndo tenha
equiparado-se aos do grupo CSS. Outro aspecto a ser considerado é que tanto o
periodo experimental como a idade dos ratos podem ser fatores que influenciam a
capacidade regenerativa da glandula submandibular frente as alteragfes causadas
pela condicdo hiperglicémica.
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