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Resumo

O diabetes crénico suscita diversas altera¢fes morfofuncionais no parénquima das glandulas salivares devido ao
aumento do estresse oxidativo e também por complicagdes metabdlicas, vasculares e neuropéticas. Considerando que
as glandulas salivares sdo cruciais para a manutencdo da integridade funcional e estrutural da cavidade oral;
objetivamos avaliar os parametros morfoldgicos e quantitativos dos &cinos mucosos da glandula sublingual de ratos
com diabetes cronico e suplementados com quercetina. Vinte ratos foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
(n=5): Normoglicémicos (C); Normoglicémicos suplementados com quercetina (CQ); Diabéticos (D) e Diabéticos
suplementados com quercetina (DQ). Os ratos dos grupos CQ e DQ receberam quercetina (200 mg.Kg-1 de massa
corporal) na agua, por 120 dias. Os dados obtidos da andlise quantitativa ndo mostrou diferenga significativa na
densidade acinar entre todos os grupos analisados (p>0.5). A andlise morfométrica revelou maior area acinar média
nos ratos do grupo CQ em relagdo aos demais grupos (p < 0,001). Na condicdo de diabetes, a suplementacédo com
quercetina ndo alterou os parametros morfoquantitativos dos acinos mucosos destas glandulas. A maior area acinar
média observada nos ratos do grupo normoglicémico suplementado com quercetina (CQ) poderia estar relacionada a
capacidade deste antioxidante em regular os processos celulares, metabdlicos e de expressdo génica.

Palavras-chave: diabetes mellitus; quercetina; glandula sublingual

Abstract

Chronic diabetes causes several morphofunctional changes in the parenchyma of the salivary glands due to increased
oxidative stress and also due to metabolic, vascular and neuropathic complications. Whereas salivary glands are crucial
for maintaining the functional and structural integrity of the oral cavity; we aimed to evaluate the morphological and
quantitative parameters of mucous acini of the sublingual gland of rats with chronic diabetes and supplemented with
quercetin. Twenty rats were randomly assigned to four groups (n = 5): Normoglycemic (C); Quercetin supplemented
normoglycemic (CQ); Diabetics (D) and Quercetin supplemented diabetics (DQ). CQ and DQ rats received quercetin
(200 mg.Kg-1 body mass) in water for 120 days. The data obtained from the quantitative analysis showed no significant
difference in acinar density between all groups analyzed (p> 0.05). Morphometric analysis revealed a higher mean
acinar area in group QC compared to the other groups (p <0.001). In the condition of diabetes, quercetin
supplementation did not alter the morphochemical parameters of the mucous acini of these glands. The largest average
acinar area observed in rats from the quercetin-supplemented normoglycemic group (QC) could be related to the ability
of this antioxidant to regulate cellular, metabolic and gene expression processes.
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Introducéo

A secrecdo salivar depende do estado
geral de hidratacdo, mas na pratica clinica pode
ser bastante afetada por doencas locais ou
sistémicas, tais como Parkinson,
hipotireoidismo, depressdo, fibrose cistical?,
Sindrome de Sjogren 3, diabetes mellitus (DM)*
e por varios tipos de medicamentos que causam
alteracdes fisioldgicas na cavidade oral®, ou
ainda  pelo processo  fisiolégico  de
envelhecimento® que podem culminar em boca
seca. Tal condigéo, pode apresentar-se como um
sintoma (xerostomia), um sinal (hipofuncdo da
glandula salivar) ou ambos’. Além da
xerostomia, outras disfun¢des na cavidade oral
associadas ao diabetes podem ser elencadas:
perda dentaria, gengivite, periodontite, lesdes do
tecido mole da lingua e mucosa oral*. A despeito
do parénquima glandular, o diabetes gera
alteragdes morfoldgicas® e estruturais que sdo
observadas por sialodenites, dobras das laminas
basais de suas células®, perda e atrofia de
acinos®; infiltracdo linfociticall; e aumento de
estroma'?. Em relacdo a funcdo, as glandulas
salivares exibem alteracdes importantes frente a

hiperglicemia cronica. Sob esta condi¢do, tém

sido relatadas hipossecrecdo de enzimas
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digestivas®®, alteracbes na secrecdo de
proteinas®* e composicéo da saliva'®; acimulo de
lipideos nas células secretoras; diminuicdo da

N

resposta a estimulacéo
simpaética/parassimpética; aumento da atividade
autofégica e lisossomal®.

Além das glandulas salivares, as
consequéncias da hiperglicemia a longo prazo,
também sdo observadas em varios 6rgaos e
sistemas corporais, e pode gerar complicagoes
cronicas tipicas que culminam em nefropatias,
neuropatias, doencas cardiovasculares,
disfunges sexuais e gastrointestinais®®. Estas
complicacGes tem sido atreladas ao aumento do
estresse  oxidativo, observado no estado
diabético'’.

O tratamento com antioxidantes pode
previnir a formagdo ou neutralizar as espécies
radicalares oriundas do estresse oxidativo,
minimizando ou evitando as complicagdes
tipicas do DM*8°. A quercetina estd elencada
entre estas substancias e tem sido amplamente
empregada em varios modelos experimentais de
diabetes que confirmam a sua atividade
antioxidante?.

A quercetina (3,5,7,3°, 4’-

pentaxidroxiflavona) é a principal representante

da subclasse flavonol da familia dos flavonoides.



Esses compostos fendlicos antioxidantes sao
amplamente consumidos na dieta; podendo estar
ligado a acUcares (glicosideo) ou sem agucares

ligados (aglicona)?t,

As propriedades antioxidantes da
guercetina sdo elencadas segundo sua atuacao: a)
inibidora das enzimas ciclooxigenase e
lipooxigenase envolvidas na sintese de
eicosandides a partir do acido araquiddénico?; b)
acdo varredora dos anions superéxido, oxigénio
singleto e radicais hidroxila e,
consequentemente, prevencdo da peroxidagéo
lipidica?®; c) atuacdo como agente quelador de
ions dos metais de transicdo como o ferro e o
cobre?24 impedindo que estes catalisem reacGes
formadoras de radicais livres®.

Considerando que o diabetes mellitus é
uma patologia que intensifica 0 estresse
oxidativo e que as glandulas salivares estdo entre
as estruturas afetadas significativamente por esta
condicdo; e atentando-se ao fato de que
alternativas terapéuticas podem ser utilizadas a
fim de minimizar as complica¢fes crénicas,
proporcionando melhora na qualidade de vida do
portador de diabetes; 0 intento deste estudo foi 0

de avaliar os parametros morfoldgicos e

quantitativos dos acinos mucosos da glandula
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sublingual de ratos com diabetes crénico e
suplementados com quercetina.

Métodos

Grupo de estudo e delineamento

experimental

Para o presente estudo foram utilizados
vinte ratos adultos machos Wistar, provenientes
do Biotério Central da Universidade Estadual de
Maring4d. Aos 88 dias de idade pesando em
meédia 360g, os animais foram transferidos para
0 Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias
Morfol6gicas, onde permaneceram alojados em
gaiolas individuais providas de bebedouro e
racdo (NUVILAB®) ad libitum, mantidos em
condigbes  ambientais  controladas  de
temperatura (22°C = 2°C) e ciclo claro/escuro
(12/12 horas). Ap6s um periodo de adaptacdo ao
novo ambiente, os ratos entdo com 90 dias de
idade, foram pesados e disponibilizados para o
periodo experimental de 120 dias. Portanto, os
animais foram distribuidos aleatoriamente em
quatro grupos contendo 5 (cinco) animais cada,
segundo os tratamentos a que foram submetidos,
como segue: Grupo C —  Animais
normoglicémicos (controle); Grupo CQ -

Animais normoglicémicos suplementados com

quercetina; Grupo D — Animais diabéticos e



Grupo DQ — Animais diabéticos suplementados
com quercetina. Este estudo teve aprovagao pelo
Comité de Etica no Uso de Animais em
Experimentacédo (Parecer do termo de ciéncia -

CEUA n° 015/2016).

Inducéo do diabetes por

estreptozootocina

Para inducdo do DM, o0s ratos
pertencentes aos grupos D e DQ passaram por
um jejum prévio de quatorze horas e receberam
injecdo  endovenosa (veia peniana) de
estreptozootocina (STZ) (Sigma, ST. Louis,
MO, USA) na dose de 35 mg/kg de massa
corporal, dissolvida em tampdo citrato 10
mmol/L (pH 4,5). Ap6s quatro dias da inducéo,
uma gota de sangue foi obtida da cauda dos ratos
para mensuracao da glicemia pela determinagéo
fotométrica da glicose por meio de glicoso-
colorante-oxidorredutase (glicosimetro Accu-
Chek Active, Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, BW, Alemanha) para confirmar o

estabelecimento do DM experimental.

Suplementagdo com quercetina

A partir do quarto dia do experimento,
apos a injecdo de estreptozootocina (STZ), os

ratos dos grupos CQ e DQ passaram a receber
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diariamente agua suplementada com quercetina
na dosagem de 200 mg.Kg* de massa corporal,
sendo realizada uma avaliacdo periodica da
ingestdo de agua e peso destes animais para
manutencdo desta dosagem. Os animais dos
grupos C e D

receberam Agua sem

suplementacéo.

Coleta e processamento do material

Apos 120 dias de experimento, 0s ratos
(com 210 dias de idade) foram eutanasiados,
sendo previamente pesados e anestesiados com
uma dose de 40mg.kg? de massa corporal de
Tiopental® (Laboratérios Abbott, Chicago, IL,
EUA) intraperitoneal. O sangue foi coletado por
puncdo cardiaca para avaliagdo da glicemia

sanguinea pelo método da glicose oxidase.

As glandulas extraidas foram lavadas em
solugdo salina (NaCl 0,9%) para retirada de
residuos de sangue, e imediatamente transferidas
para solucéo de formalina 10% por um periodo
de 12 horas, promovendo a integra fixacdo dos
tecidos glandulares. Sequencialmente, as
mesmas foram lavadas em agua corrente para
serem armazenadas em &lcool 70%. Utilizando-
se uma série crescente de concentragfes de

alcodis, os tecidos foram desidratados,

diafanizados em xilol, incluidos em parafina e



seccionados em micrtomo com 6um espessura.
Posteriormente, os cortes foram submetidos a

coloracdo em hematoxilina-eosina (HE).

Analise morfométrica dos &acinos

glandulares

As imagens dos acinos foram capturadas
por cédmara de alta resolucdo acoplada ao
microscopio Olympus BX40, e transmitidas para
microcomputador e gravadas em compact disc.
Por meio do programa computadorizado de
analise de imagens Image-Pro-Plus, foi
mensurada a area (um?) do perfil de 100 &cinos
por lamina, perfazendo o total de 500 acinos em

cada grupo estudado, expressando-se 0S

resultados em média das areas do acinos por

grupo.

Andlise quantitativa dos &cinos

glandulares

As imagens dos &cinos foram capturadas
por cédmara de alta resolucdo acoplada ao
microscépio Olympus BX40, e transmitidas para
microcomputador e gravadas em compact disc.
Por meio do programa computadorizado de
andlise de imagens Image-Pro-Plus, foram
quantificados todos os &cinos de 20 imagens

capturadas por animal em aumento de 20X, com
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a finalidade de delinear a densidade destas

estruturas.

Analise estatistica

Os dados coletados foram submetidos a
testes estatisticos apropriados, como analise de
variancia e pds-teste de Tukey para comparacao
dos aspectos morfoquantitativos dos &cinos
glandulares entre os grupos. O nivel de

significancia foi de 5%.

Resultados

A andlise morfométrica dos 4&cinos
mucosos glandulares (Figura 1) revelou maior
area acinar media nos animais do grupo CQ em
relacdo aos demais grupos (p < 0,001). Além
disso, ndo foi observada diferenca significativa

entre as areas acinares médias dos grupos C, D e

DQ (p > 0,05).
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Figura 1. Area acinar média da glandula salivar sublingual dos
ratos nos grupos: (C) normoglicémicos; (CQ) normoglicémicos
suplementados com quercetina; (D) diabéticos e (DQ) diabéticos
suplementados com quercetina N=5. * p < 0,001 quando
comparado aos grupos C, D e DQ.



Os resultados obtidos através da analise
quantitativa dos &cinos mucosos (Figura 2) da
glandula sublingual n&o revelaram diferenca
significativa entre todos os grupos analisados
(p>0.05). Na Figura 3 sdo apresentados o0s
parénquimas da glandula salivar sublingual de
ratos normoglicémicos (C), normoglicémicos
suplementados com quercetina (CQ); diabéticos

(D) e diabéticos suplementados com guercetina

(DQ).
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Figura 2 — Densidade acinar média dos acinos mucosos da glandula
sublingual dos ratos nos grupos: Normoglicémicos (C);
Normoglicémicos suplementados com quercetina (CQ); Diabéticos
(D); Diabéticos suplementados com quercetina (DQ). N=5. p>0.05
entre todos os grupos analisados.
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Figura 3 — Parénquima da glandula sublingual corado com
Hematoxilina e Eosina (HE) dos grupos normoglicémico/controle
(C), normoglicémico suplementado com quercetina (CQ),
diabéticos (D) e diabéticos suplementados com quercetina (DQ)
obtidas com microscopio 6ptico Olympus e objetiva de 20X.
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Discusséo

A perda numérica de &cinos das
glandulas salivares de animais com diabetes
crbnico é frequentemente reportada; sobretudo
na glandula parétida®. Alguns fatores podem ser
apontados para a perda acinar desta glandula, e
entre eles estdo, a associacdo entre o estado
hiperglicémico e aumento do estresse oxidativo
com concomitante reducdo na capacidade
antioxidante?’; a auto-oxidacdo da glicose,
glicosilagdo protéica, peroxidacdo lipidica e
formacdo de produtos de glicosilacdo avancadas
(AGEs)®. Devido a intensa acdo das espécies
radicalares, as células denotam debilitada
capacidade em neutralizé-las e elimina-las; fato
este, que pode gerar morte das mesmas por
necrose ou

apoptose?®. Outra condigéo

observada, € o aumento da infiltracdo de
linfocitos no parénquima glandular, que em
virtude do processo inflamatdrio gerado, incorre
em destruicéo tecidual®.

Os estudos clinicos e experimentais que
versam sobre os efeitos prejudiciais do diabetes
nas glandulas salivares sdo em sua maioria
relacionados as glandulas parétidas e
submandibulares; uma vez que as glandulas

sublinguais, por contribuirem com apenas 5% da

producéo de saliva®, sdo menos avaliadas, de tal



modo que a literatura apresenta rarissimos dados
histopatoldgicos sobre a glandula sublingual na
condicdo de diabetes. Além disso, entre as trés
glandulas salivares maiores, observa-se que as
complicag@es caracteristicas do diabetes, como o
estresse oxidativo, sdo mais evidenciadas na
glandula parétida do que nas outras duas®.

Os resultados obtidos em nosso estudo,
corroboram com os achados de Morris et al.®2, os
quais ndo constataram alteragdes morfoldgicas
nas células parenquimais da glandula sublingual
de ratos  diabéticos induzidos  por
estreptozootocina. Apesar de ndo elucidadas as
causas desta agéo diferencial do diabetes sobre o
parénquima das diferentes glandulas, ha de se
considerar que alguns fatores sejam atribuidos a
tal suscetibilidade, tais como: 1) constituintes de
membrana celular ou composicdo da secrecdo
gue apresentam diferente sensibilidade de
resposta a glicose circulante; 2) variagdes no
suprimento sanguineo devido as alteracGes
vasculares; 3) acdo dos receptores de insulina
que estariam ligados a modificacdo da
sensibilidade celular; 4) vwvulnerabilidade a
alteracdes metabdlicas de cada glandula®; 5)
danos estruturais nos nervos autonémicos®,

Embora nossos dados ndo tenham

evidenciado os potenciais efeitos da quercetina
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sobre a densidade acinar durante o periodo do
quadro hiperglicémico; a literatura indica vastas
diligéncias promissoras deste antioxidante em
outros 6rgdos e sistemas corporais em diferentes
condicBes patoldgicas, tais como: anti-
hipertensiva®, antiaritmica,
antihepatoxicicidade®, hipocolesterolémica®,
anticarcinogénica®, antiviral, antiulcerogénica,
antitrombotica, anti-isquémica, anti-inflamatoria
e antialérgica?>%’. Além disso, em alguns estudos
sdo evidenciados os efeitos benéficos de outros
antioxidantes sobre o parénquima glandular nas
glandulas par6tidas de ratos diabéticos
suplementados com resveratrol'°, com vitaminas
C e E*®, e em glandulas submandibulares de
camundongos submetidos a radiacdo e tratados
com vitamina E®.

As glandulas salivares de humanos e
varias espécies animais apresentam graus
distintos de alteracbes morfofisiologicas e
estruturais, dependendo de fatores como o estado
fisiologico de envelhecimento’, de patologias
como a Sindrome de Sjogren*’ e diabetes
mellitus®®. No entanto, tem sido observado que
estas glandulas também apresentam maior ou
menor sensibilidade as injdrias causadas por

estes fatores supracitados, sobretudo quando se

trata de diabetes.



Em ratos com diabetes cronico, a atrofia
acinar tem sido correlacionada a desidratacdo
celular, em virtude do esgotamento crbnico da
concentragdo de sodio nestas ceélulas; a
modificacgdo no  conteudo proteico e
comprometimento da sintese de proteinas®#? e no
metabolismo de carboidratos; bem como a
reducdo da resposta secretdria das glandulas
salivares as estimulacbes simpéatica e
parassimpatica devido a neuropatia diabética® e
a insuficiéncia ou auséncia de insulina, que
compromete a manutencéo da estrutura e fungao
normal da glandula®,

A glandula sublingual é menos
vulneravel aos danos celulares provenientes do
DM, de modo que seu parénguima néo parece ser
afetado morfologicamente. No entanto, a longo
prazo, goticulas de lipideos véo se formando no
citoplasma das células acinares, contribuindo
com a disfuncéo acinar**. Em nosso estudo, a
analise morfométrica (Figura 1) ndo indicou
nenhum tipo de alteracdo morfoldgica dos &cinos
mucosos nos ratos diabéticos (D), quando
comparados aos do grupo controle (C), e a
suplementagdo com quercetina nos  ratos
diabéticos (DQ) também ndo interferiu nesse

quesito. A maior &rea acinar média observada no

grupo (CQ), provavelmente esteja atrelada ao

Act. Eli. Sal. (2019)— ISSN online 2675-1208

Acta Elit Salutis- AES - (2019)v.1 (1)
ISSN online 2675-1208 - Artigo Original

papel deste flavondide na regulagdo do
metabolismo celular e expressdo génica®, além
de aumentar a expressdo de aquaporina 5
(AQP5) e a absorcdo de célcio que estimula a
secrecdo de saliva®. Além disso, nestes ratos, a
presenca da insulina gera o transporte de muitos
aminodcidos para dentro das células, além de
atuar diretamente sobre 0s ribossomas

aumentando a traducdo de RNAm formando

assim novas proteinas®.

Concluséao

O Diabetes Mellitus (DM) ndo alterou a
densidade e a morfometria acinar, e a
suplementacdo com quercetina também néo
exibiu nenhum efeito sobre o parénquima destas
glandulas. A maior rea acinar média observada
nos ratos do grupo  normoglicémico
suplementado com quercetina (CQ) poderia estar
relacionada a capacidade deste antioxidante em
regular os processos celulares, metab6licos e de
expressdo  génica, contribuindo para o

aperfeicoamento destes parametros durante o

processo fisioldgico normal de envelhecimento.
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