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Resumo:

Objetivou-se neste estudo avaliar a morfometria das terminagbes secretoras
mucosas da glandula salivar submandibular de ratos diabéticos suplementados com
L-glutamina (GLN) e submetidos a insulinoterapia. Vinte e cinco ratos foram
distribuidos em cinco grupos (n=5): NormoglicEmico (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
suplementacao diaria com solucao salina ou Lglutamina 400 mg/Kg (gavagem), e/ou
injecdo subcutanea de solucdo salina ou Insulina Tresiba® (5 U/kg de massa
corporal). Para a andlise morfométrica, foi mensurada a area (um?) de 100
terminacdes secretoras por animal, perfazendo o total de 500 terminacdes
secretoras em cada grupo estudado; expressando-se 0s resultados em area média
de terminacédo secretora por grupo. Os grupos DSS, D-GLN-S e D-S-TRE mostraram
menor area média de terminacao secretora em relagéo ao grupo CSS (p < 0,001). A
area média das terminagfes secretoras mucosas do grupo D-GLN-TRE evidenciou
maior area média (p<0,001) em relacdo a dos ratos do grupo DSS, bem como
equiparou-se a do grupo CSS (p>0,05). Estes dados apontam para o efeito protetor
da L-glutamina combinada com a insulina Tresiba® ao prevenir a atrofia das
terminacdes secretoras mucosas da glandula submandibular de ratos diabéticos.

Introducéo

As glandulas salivares sé@o responsaveis pela producao da saliva que € crucial para
a digestdo e manutencdo da saude bucal. Contudo, as mesmas sao afetadas pelos
efeitos deletérios do diabetes mellitus (DM) que causa alteragcdes morfologicas,
estruturais e fisioldgicas, sendo expressas pela atrofia e reducdo numérica de acinos
e de outros componentes do parénquima glandular. Estas alteracdes tém sido
associadas ao estresse oxidativo que é elevado no quadro diabético. Substancias
com propriedades antioxidantes como a L-Glutamina (GLN) tem demonstrado efeitos
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benéficos para reduzir o desequilibrio oxidativo em varios érgaos e sistemas. Além
disso, frente as necessidades impostas para o tratamento desta patologia; novos
produtos com insulina basal estdo sendo desenvolvidos e cuja finalidade € a
melhora do controle glicémico a longo prazo (VORA, et al.,, 2015). A insulina
Tresiba® é uma nova geracdo de analogos de insulina basal, que tem a mesma
sequéncia de aminoé&cidos que a insulina humana, mas com pequenas modificacdes
em sua composicdo quimica. Assim, a dosagem diaria deste analogo insulinico
resulta em picos baixos que diminuem a variabilidade intra-individual e as
concentracfes plasmaticas que se tornam menos criticamente dependentes do
tempo das injecbes. Frente o exposto, objetivou-se avaliar a morfometria das
terminacdes secretoras mucosas da glandula salivar submandibular de ratos
diabéticos suplementados com L-glutamina (GLN) e submetidos a insulinoterapia.

Materiais e Métodos

Foram utilizados 25 ratos adultos, da linhagem Wistar com 50 dias de idade, (CEUA
n° 9584021115), e foram distribuidos em cinco grupos (n=5): Normoglicémico (CSS);
diabético (DSS); diabético suplementado com L-GLN (D-GLN-S); diabético e com
injecéo 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 suplementacéo diaria com solucéo salina 0,9% e/ou L-glutamina 400 mg/Kg
(gavagem), e/ou injecdo subcutanea de solucdo salina ou Insulina Tresiba® (5 U/kg
de massa corporal).

Apbés 30 dias de experimento, os animais foram pesados, anestesiados com
tiopental (40 mg/kg) intraperitoneal e eutanasiados. As submandibulares extraidas
foram lavadas em solucdo salina 0,9%, e transferidas para solugao fixadora
contendo formol tamponado 10%. Cortes histolégicos (6um) foram corados em
Hematoxilina-Eosina. Imagens das terminacdes secretoras mucosas capturadas por
camera acoplada ao microscopio foram transmitidas para computador. Para a
anélise morfométrica, foi mensurada a area (um?) de 100 terminacdes secretoras por
animal, perfazendo o total de 500 terminagcdes secretoras em cada grupo estudado;
expressando-se 0s resultados em area média de terminac&o secretora por grupo.

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

Resultados e Discussao

Houve reducédo da area média das terminacdes secretoras mucosas das glandulas
submandibulares (p<0,001) nos ratos dos grupos DSS (3104 + 62,91pm? ), D-GLN-S
(3186 + 74,74 pm?) e D-S-TRE (3179 73,81um?) quando comparada a dos ratos do
grupo CSS (3868+ 95,66 um?), (Figura 1). Os ratos dos grupos D-GLN-S e D-S-TRE
exibiram areas médias das terminacfes secretoras similares entre si e com as dos
ratos do grupo DSS (p>0,05). No entanto, a &rea média das terminacdes secretoras
dos ratos do grupo D-GLN-TRE (3641+71,57 um?) equiparou-se & do grupo CSS
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(p>0,05), bem como evidenciou maior area meédia (p<0,001) em relagdo a dos ratos
do grupo DSS.

4000
30004
20004

1000

area acinar média (um)?

grupos

Figura 1 — Area acinar média das terminagdes secretoras mucosos da glandula
submandibular de 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 L-GLN e com injecdo subcutanea de insulina Tresiba® (D-GLN-TRE). * p
< 0,001 comparado com grupo CSS; ** p > 0,05 comparado com grupo DSS; ***p > 0,05 comparado

com grupo CSS e p < 0,001 comparado com grupo DSS.

A morfologia das glandulas salivares e a secrecao de saliva que é essencial para a
saude da cavidade oral, podem ser afetadas por certas condicdes como o
envelhecimento e por patologias, tais como a Sindrome de Sjogren e diabetes
mellitus (DM). O diabetes afeta de modo seletivo as glandulas salivares maiores
(pardtidas, sublinguais e submandibulares), tanto que, Knas et al., 2016,
constataram reducao drastica da densidade média e maior atrofia acinar na glandula
parétida em ratos com hiperglicemia cronica, em decorréncia do estresse oxidativo.
No entanto, esse efeito ndo tem sido observado na glandula sublingual, em
condicBes experimentais similares (KAMATA et al., 2007). Este tipo de alteracéo
também pode frequentemente incidir sobre a glandula submandibular, e geralmente
manifesta-se por deficiéncias nos processos de manutencdo do tecido glandular e
na sua renovacao celular.

Em nossa pesquisa, a analise morfométrica (Figura 1) indicou atrofia das
terminacfes secretoras da glandula submandibular dos ratos diabéticos dos grupos
DSS, D-GLN-S e D-S-TRE quando comparados aos dos ratos do grupo
normoglicémico (CSS). A atrofia acinar da glandula submandibular é bem
documentada na literatura, e esta relacionada a alteracbes degenerativas que
implicam em danos a arquitetura celular, desequilibrio eletrolitico, modificacdes
atipicas da célula, pressdo osmatica, variacbes do conteudo e distribuicdo de
aquaporinas; o que culminaria em xerostomia.

Terapias complementares através de suplementacdes, com o intuito de prevenir
e/ou reduzir as complicagfes tipicas do DM1, sdo geralmente insuficientes sem o
uso de insulina exdégena, uma vez que o organismo perde a capacidade de produzir
esse hormdnio. Essa condi¢cdo também foi observada em nosso estudo, ao verificar
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que a acdo combinada entre GLN e insulina Tresiba® no grupo D-GLN-TRE, atenuou
a reducdo da area das terminacdes secretoras em relagdo aos demais grupos
diabéticos, bem como equiparou-se a morfometria dessas terminacdes secretoras
observadas no grupo CSS (p>0,05). Assim, alguns fatos podem ser importantes
para elucidar o avanco deste parametro, tais como: a GLN aumenta a sintese de
glutationa, potencializando as defesas antioxidantes; € o aminoacido mais eficaz
para induzir a liberacdo do peptideo-1 como glucagon (GLP-1) secretado pelas
células enteroenddcrinas L gastrintestinais e que tem papel relevante na mediacéo
da liberacao fisiolégica de insulina apés uma refeicdo (SAMOCHA-BONET, 2015);
bem como, o fato de a insulina aumentar os niveis de DNA, RNA, proteina total e
enzimas secretoras das glandulas salivares de ratos diabéticos, desempenhando
fungédo crucial na regulagdo do crescimento e morfofisiologia destas glandulas
(ANDERSON, 1983).

Conclusoes

Os dados obtidos apontam para o efeito protetor da L-glutamina combinada com a
insulina Tresiba® ao prevenir a atrofia das terminacdes secretoras mucosas da
glandula submandibular de ratos diabéticos.
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