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®m RESUMO

Em animais e individuos diabéticos, sio evidentes as alteragdes na morfofisiologia das glaindulas parétidas.
Este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos da suplementagio com vitaminas E e C sobre os parimetros
morfoquantitativos acinares da glindula parétida de ratos diabéticos induzidos por estreptozootocina.
Vinte ratos machos foram distribuidos nos grupos normoglicémico (N), diabético (D), normoglicémico
suplementado com vitaminas E e C (NEC) e diabético suplementado com vitaminas E e C (DEC). Aos 210
dias de idade, apés eutandsia, foi extraida a parétida e foram feitos cortes histoldgicos submetidos a técnica
de coloragao HE. ParAmetros fisiolégicos, como massa corporal, consumos de dgua e racdo e glicemia de
jejum, foram analisados. Quantificaram-se todos os dcinos de 20 imagens. Verificou-se maior densidade
acinar média no grupo NEC (p<0,05) em relagdo ao grupo N. O mesmo resultado foi observado para o
grupo DEC (p<0,05) em relacao ao grupo D. Foi mensurada a 4rea (um?) de 500 4cinos em cada grupo
estudado. Houve reducio (p<0,05) na drea acinar dos ratos dos grupos D e DEC em relagio ao grupo N e
NEC. O grupo DEC apresentou maior 4rea acinar média (p<0,05) quando comparado ao grupo D. Com
relacio aos parimetros morfoquantitativos, a suplementagio com as vitaminas E e C foi positiva tanto
para animais normoglicémicos quanto para aqueles que apresentavam a condigio de diabetes. Contudo,
nao houve alteragdes significativas nos parAmetros fisiolégicos de ratos com ou sem suplementagio com as
vitaminas E e C na comparagio entre os grupos normoglicémicos e entre os grupos diabéticos.

Palavras-chave: Glandula parétida; diabetes mellitus; vitamina E; vitamina C; suplementa¢do em ratos; dcinos.

m ABSTRACT

In diabetic animals and patients, changes in the morphophysiology of the parotid glands are evident. This
work aimed to evaluate the effects of supplementation with vitamins E and C on morphoquantitative acinar
parameters of the parotid gland of diabetic rats induced by streptozotocin. Twenty male rats were divided
into groups: normoglycemic (N), diabetic (D), normoglycemic supplemented with vitamins E and C (NEC)
and diabetic supplemented with vitamins E and C (DEC). At 210 days of age, after euthanasia, the parotid
was extracted and histological sections were made and stained through HE technique. Physiological parame-
ters such as body weight, water and feed consumption, and fasting glucose were analyzed. Acini of 20 images
were quantified. A higher acinar density average was noted in the NEC group (p<0.05) than in group N. The
same result was observed for the DEC group (p<0.05) compared to group D. A 500 acini area (um2) was
measured in each studied group. A reduction (p<0.05) in the acinar area of the rats in groups D and DEC
was seen with respect to N and NEC groups. The DEC group had higher average acinar area (p<0.05) com-
pared to group D. With respect to morphoquantitative parameters, supplementation with vitamins E and
C was positive for both normoglycemic animals and those with diabetes. However, there were no significant
changes in physiological parameters of rats with or without supplementation with vitamins E and C, when
comparing the normoglycemic and diabetic groups.

Keywords: Parotid gland; diabetes mellitus; vitamin E; vitamin C; supplementation in rats; acini.
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Introducao

No diabetes mellitus (DM), além das complicagoes
renais, oculares, nervosas, vasculares e cardiacas, longos
periodos de hiperglicemia podem provocar alteragdes bu-
cais relevantes, como a doenga periodontal, considerada a
sexta complicacdo mais prevalente desta patologia'*.

Em animais e individuos diabéticos, sio notérias
as alteragoes na morfofisiologia das glandulas paréti-
das’. Essas alteracoes tém como possiveis causas a baixa
sensibilidade dos receptores muscarinicos da glandula
parétida 2 acetilcolina®, mudangas no fluxo sanguineo
da glindula’, aumento da atividade autofdgica e lisos-
somal, e endocitose de proteinas secretadas pelas células
ductais®. Isso reflete em reducio do fluxo salivar e mu-
dancas na composicio da saliva, alteracdo no paladar,
maior tendéncia a infec¢do bucal, deficiéncia no pro-
cesso cicatricial, cdries, lingua saburrosa, halitose, com
consequente predisposi¢ao a doenga periodontal’.

Outro fator que contribui para o agravamento dessas
alteracoes morfofisiolégicas das glandulas salivares é o
estresse oxidativo, que ¢ intensificado pela condicio de
diabetes®.

O estresse oxidativo ¢ caracterizado pelo aumento de
espécies reativas de oxigénio (EROs) dentro da célula, e
tem papel importante na patogénese das complicagoes
do DM’. Na glandula parétida, foram demonstradas
alteragbes em enzimas antioxidantes, como a catalase
e a glutationa peroxidase'’. Em consequéncia disso, as
EROs podem ser produzidas por essas glindulas em si-
tuagoes de infec¢des microbianas e em resposta a hiper-
glicemia causada pelo DM

As vitaminas E e C exibem papel relevante na te-
rapéutica das complicacoes do diabetes e tém sido es-
tudadas no tratamento das complica¢des cronicas dessa
patologia.

A vitamina E (0t-tocoferol) é um potente antioxi-
dante lipofilico que neutraliza os radicais livres produ-
zidos durante o metabolismo celular normal, protegen-
do as membranas celulares e lipoproteinas dos danos
oxidativos'>. Além das propriedades antioxidantes, essa
vitamina reduz a citotoxicidade, minimiza o efeito de li-
poproteinas oxidadas, suprime a proliferacio das células
musculares lisas, reduz a adesao e agregagao plaquetdria
e melhora a funcio endotelial®.

A vitamina C (4cido ascérbico) tem um papel impor-
tante na protegio contra os danos celulares induzidos
por radicais livres, além de regenerar a vitamina E. Foi
constatada'* uma diminui¢io no nivel basal de vitamina
C no DM. A molécula dessa vitamina é estruturalmente
similar a glicose, e pode substitui-la em muitas reagoes
quimicas, portanto ¢ efetiva na prevengio da glicosila-
¢30 nao enzimdtica de proteinas'’. Virios estudos tém
demonstrado que o estresse oxidativo gerado pelo DM

¢ um possivel agente que afeta a estrutura e fungio da
glandula salivar parétida. Considerando a importincia
das glandulas salivares no processo digestivo e na manu-
tencgdo da satide bucal, e sabendo da efetiva acio antio-
xidante das vitaminas E e C em vdrios modelos animais,
o propésito deste trabalho foi avaliar os efeitos da su-
plementa¢io com vitaminas E e C sobre os pardmetros
morfoquantitativos acinares da glandula parétida de ra-
tos diabéticos induzidos por estreptozootocina.

Metodologia
Animais e inducao do Diabetes Mellitus

Foram utilizados 20 ratos machos Wistar (Rattus
norvegicus), pesando em média 313 gramas, prove-
nientes do Biotério Central da Universidade Estadual
de Maringd, e a pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Ftica em Experimentacio Animal daquela universida-
de, conforme parecer n° 018/2007. As técnicas utili-
zadas estdo de acordo com principios éticos adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal
(COBEA).

Os ratos foram distribuidos em quatro grupos: N
(normoglicémico), NEC (normoglicémico suplementa-
do com vitaminas E e C), D (diabético), e DEC (diabé-
tico suplementado com vitaminas E e C).

Aos 90 dias de idade, o DM foi induzido nos animais
dos grupos D e DEC ap6s jejum prévio de 14 horas,
através de uma injegao intravenosa de estreptozootocina
(35 mg por quilograma de massa corporal; Sigma, St.
Louis, MO, EUA) dissolvida em uma solugio tampao
citrato pH 4,5 (10 mM). Posteriormente 4 indugio, a
glicemia dos animais foi determinada pelo método da
glicose oxidase'® para confirmar o estabelecimento do
modelo experimental.

Os animais dos grupos NEC e DEC receberam su-
plementagio com vitaminas E e C por 120 dias. A vi-
tamina E (Zhejiang NHU, China) foi incorporada na
racdo Nuvital (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil) (1% pre-
parado a cada semana) e a vitamina C (Sigma, St. Louis,
MO, EUA) foi adicionada a dgua (1 g L' diariamente
preparado).

Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais
com fotoperiodo (12 horas de claro/escuro) e tempera-
tura ambiente (24°C + 2) controlados. A quantidade de
alimento ingerido e a dgua consumida foram avaliadas
durante a tltima semana de cada més.

Sacrificio, coleta e processamento do material

Apés 120 dias de experimento, os ratos foram pre-
viamente pesados e anestesiados com uma dose de 40
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mg kg de massa corporal de tiopental (Laboratérios
Abbott, Chicago, IL, EUA) via intraperitoneal para
realizar a coleta de sangue por puncao cardiaca, com
intuito de avaliar a glicemia de jejum e para a ex-
tragdo das glandulas, o que resultou na morte por
exsanguinagao.

As parétidas extraidas foram lavadas em solugao
salina (NaCl 0,9%) para retirada de residuos de san-
gue e transferidas para solu¢io de formalina 10% por
um periodo de 12 horas, promovendo a integra fixagao
dos tecidos glandulares. Sequencialmente, foram pesa-
das e lavadas em dgua corrente para serem armazena-
das em dlcool 70%. Utilizando-se uma série crescente
de concentracoes de dlcoois, os tecidos foram desidra-
tados, diafanizados em xilol, incluidos em parafina e
seccionados em micrétomo com 6 Um de espessura.
Posteriormente, os cortes foram submetidos a coloragio
em Hematoxilina-Eosina (HE).

Andlise morfoldgica e quantitativa dos dcinos
glandulares

As imagens dos dcinos foram capturadas por cime-
ra de alta resolugio acoplada ao microscépio Olympus
BX40, transmitidas para microcomputador e gravadas
em CD. Por meio do programa computadorizado de
andlise de imagens Image-Pro Plus, foi mensurada a
drea (Wm?*) do perfil de 100 4cinos por lamina, perfa-
zendo o total de 500 dcinos em cada grupo estudado,
expressando-se os resultados em média das dreas dos
dcinos por grupo.

Além disso, foram quantificados todos os dcinos de
20 imagens capturadas por animal em aumento de 20x,
com a finalidade de delinear a densidade dos 4cinos,
sendo que os resultados foram expressos como nimero
de dcinos por mm?*de glandula salivar parétida, perfa-
zendo um total de 100 campos em uma 4rea de 36 mm?

por grupo.

Analise estatistica

Os dados coletados foram submetidos a testes esta-
tisticos apropriados, como andlise de varidncia e teste de
Tukey, para comparagao dos aspectos morfoquantitati-
vos dos 4cinos glandulares entre os grupos. O nivel de
significAncia foi de 5%.

Resultados
Os ratos tornados diabéticos pela estreptozootoci-

na (grupos D e DEC) apresentaram um quadro com
caracteristicas tipicas da sindrome: polidria, polidipsia,

hiperfagia, hiperglicemia, ganho reduzido ou até mes-
mo perda de massa corporal.

No inicio do experimento, a massa corporal foi simi-
lar entre os grupos analisados. No entanto, ao final do
experimento, a massa corporal dos ratos dos grupos D e
DEC foram 25,8% e 35,2%), respectivamente, menores
em relacdo ao grupo N. A comparacio entre os valores
da massa corporal final entre os grupos D ¢ DEC nao
mostrou diferenca significativa (Tabela 1).

A média de consumo de ragio dos ratos dos grupos
D e DEC foi superior a dos ratos dos grupos N e NEC.
A média da ingesta de dgua dos ratos dos grupos D e
DEC nio diferiram entre si, entretanto foram signifi-
cativamente maiores que as verificadas para os ratos dos

grupos N e NEC (Tabela 1).

Tabela 1: Massa corporal inicial com 90 dias de idade (MCI),
massa corporal final com 210 dias de idade (MCF), ingesta de
agua por 100 g de peso corporal (IA), ingesta de racdo por 100
g de peso corporal (IR), glicemia inicial (Gl) e glicemia final
(GF) nos animais dos grupos normoglicémico (N), normoglicé-
mico suplementado com vitaminas E e C (NEC), diabético (D) e
diabético suplementado com vitaminas E e C (DEC).

Para- Grupos

metros N NEC D DEC

MCI (g) 304 + 325,9 + 316,6 + 307,2 +
16,97 a 29,3 a 21,03 a 18,73 a

MCEF (g) 460,7 + 455,4 + 341,8 + 298,6 +

56,95 a 45,39 a 26 b 56,75 b

1A (mL) 10,81 + 9,17 + 50,08 + 47,22 *
25a 1,28 a 14,47 b 10,45 b

IR (g) 6,55 + 13,25 +

069a 73+1,72a 1524+2b  23b
Gl(mg  180,7 + 1672+ 408+ 13,4  406,6 +

dL-1) 17,32 a 14,47 a b 6,61 b
GF (mg  179,8 ¢ 166,2 + 420,1 ¢ 413,6 +
dL-1) 19,29 a 17,06 a 8,22 b 49,8 b

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha sao estatisticamente

diferentes, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

A glicemia inicial dos ratos dos grupos N e NEC
foi significativamente menor quando comparada aos
ratos dos grupos D e DEC, sendo que esse resulta-
do também foi observado em relacio a glicemia final
(Tabela 1).

A drea dos 4cinos glandulares mostrou-se reduzida
(p<0,05) nos ratos dos grupos D (1368,2 + 26,99 um?)
e DEC (1708,6 + 32,68 um?) em relagio ao grupo N
(2133,4 + 40,01 pm?). Entretanto, nao foi verificada di-
ferenca significativa entre os grupos N e NEC (2097,06
+ 38,04 pm?) (Figura 1).
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Figura 1: Area acinar média (um?) da glandula parétida dos gru-
pos normoglicémico (N), normoglicémico suplementado com
vitaminas E e C (NEC), diabético (D) e diabético suplementado
com vitaminas E e C (DEC).

Conclusao

A suplementagio com as vitaminas E e C teve uma
repercussao positiva no parénquima da glindula paréti-
da de ratos com diabetes cronico, o que foi evidenciado
pela maior densidade acinar, bem como pelo fato de
evitar a atrofia das células acinares. Contudo, nio se ve-
rificaram alteragoes nos pardmetros fisiolégicos de ratos
com ou sem suplementagio com as vitaminas E e C na
comparagio entre os grupos normoglicémicos e entre os
grupos diabéticos.
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