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RESUMO

O estresse oxidativo que é intensificado pelo quadro de
diabetes em animais e humanos pode estar atrelado as
desorganizagoes metabolicas e funcionais significativas nas
glindulas salivares. Antioxidantes como o resveratrol
(RSV) que reduzem o estresse oxidativo podem ter um
papel crucial no tratamento das complicacées desta
patologia. Sendo assim, a morfometria e a densidade
acinar média da glandula salivar parétida de ratos foi
analisada nos 4 grupos (n=6): C (normoglicémico); CR
(normoglicémico tratado com RSV); D (diabético) e DR
(diabético tratado com RSYV). Os ratos dos grupos CR e DR
foram tratados com resveratrol (via gavagem), na dose de
0,5 mg/Kg de peso corporal, diariamente até o final do
experimento, que teve duracido de 120 dias. Os ratos do
grupo D foram os que apresentaram menor densidade
acinar. Observou-se preservacio da densidade dos acinos
(p<0.05) nos animais do grupo DR em relac¢iio aos do grupo
D. As areas acinares médias do grupo D foram menores em
relacido ao grupo DR (p < 0,05). O tratamento com RSV
exibiu efeito citoprotetor ao prevenir a atrofia e a perda de
acinos da glandula parétida de ratos diabéticos.

PALAVRAS-CHAVE: Diabetes Mellitus, Resveratrol,
Glandula Paroétida.

ABSTRACT

Oxidative stress that is intensified by diabetes in animals and
humans may be linked to significant metabolic and functional
disorganizations in the salivary glands. Antioxidants such as
resveratrol (RSV) that reduce oxidative stress may play a
crucial role in treating the complications of this pathology.
Thus, the morphometry and mean acinar density of the parotid
salivary gland of rats were analyzed in the 4 groups (n = 6): C
(normoglycemic); CR (normoglycemic treated with RSV); D
(diabetic) and DR (diabetic treated with RSV). CR and DR rats
were treated with resveratrol (via gavage) at a dose of 0.5 mg
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/ kg body weight daily until the end of the experiment, which
lasted for 120 days. The rats of group D were those with lower
acinar density. It was observed a preservation of the acini
density (p <0.05) in the animals of the DR group compared to
those of the group D. The mean acinar areas of group D were
smaller than the DR group (p <0.05). RSV treatment exhibited
a cytoprotective effect by preventing atrophy and loss of
parotid gland acini from diabetic rats.

KEYWORDS: Diabetes Mellitus, Resveratrol, Parotid
gland.

1. INTRODUGAO

A hiperglicemia ¢ uma caracteristica da sindroma
diabética que estd associada a alta incidéncia de
gengivite, periodontite, perda dentdria, lesdes na lingua
e na mucosa, candidiase oral e  xerostomia. O
surgimento destas doengas se correlacionam com
desajustes metabolicos e funcionais que injuriam o
parénquima das glandulas salivares, incorrendo em
actimulo de lipideos nas células acinares', infiltragdo
linfocitica?, modificagdo no contetido e na sintese de
proteinas, mudangas no metabolismo de carboidratos® e
aumento da atividade autofagica e lisossomal*; gerando
alteracdes morfoldgicas relevantes nestas glandulas’.
Sob tais condigdes, notam-se modificacdes da
composi¢do da saliva® e reducdo das taxas de fluxo
salivar’.

As modificagdes estruturais e funcionais observadas
em glandulas salivares de individuos ou animais
diabéticos estdo em parte, relacionadas com o aumento
do estresse oxidativo e a redu¢do nos niveis de
antioxidantes do organismo. Radicais livres s@o
produzidos pelas glandulas salivares em algumas
patologias, como na sindrome de Sjogren®, na
periodontite®, e no diabetes mellitus (DM)'?.
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Para prevenir e/ou atenuar os danos que os
radicais livres podem causar no organismo, 0 mesmo
dispde de sistemas antioxidantes, categorizados
como: enzimatico € ndo enzimatico. Neste ultimo, as
substancias geralmente sdo provenientes de
medicamentos ou da suplementacdo alimentar.
Dentre elas, as mais estudadas, sdo as vitaminas C e
E ¢ carotenoides!! e os compostos fenolicos
flavonodides (catequina, quercetina e antocianina) e
ndo-flavondides, como é o caso do polifenol
resveratrol'2.

O resveratrol (RSV) (3,5,4'-trihydroxy-trans-
stilbene) é encontrado em altas concentragdes na casca
e sementes de uvas e no vinho tinto'3. Suas propriedades
farmacologicas benéficas sobre os sistemas biologicos
sdo bem descritas na literatura, sendo relatadas
atividades antimutagénica, cardioprotetora,
antiplaquetaria, anticancerigena, anti-inflamatéria'* e
antioxidante'>.

Considerando o papel do estresse oxidativo na
patogénese do diabetes, € o comprometimento das
glandulas salivares em decorréncia desta patologia, e
sabendo da importancia primordial destas glandulas
para o processo digestivo e para a manuten¢do da satde
da cavidade oral; objetivou-se neste estudo avaliar os
efeitos do resveratrol sobre os  pardmetros
morfométricos e quantitativos dos acinos da glandula
salivar parotida de ratos diabéticos.

2. MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 24 ratos Wistar adultos, machos,
espécie Rattus norvergicus, provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual de Maringd. A
pesquisa foi aprovada pelo Comité de FEtica em
Experimentagdo Animal da Universidade Estadual de
Maringd, conforme parecer n°. 088/2012. As técnicas
utilizadas estdo de acordo com principios éticos
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (COBEA).

Com idade inicial de 88 dias, os animais foram
transferidos para o Biotério Setorial do Departamento de
Ciéncias Morfologicas, onde permaneceram alojados
em gaiolas individuais providas de bebedouro e
comedouro, ¢ mantidos em condicdes ambientais
controladas de temperatura (220 C + 20 C) e iluminagao
(ciclo de 12 horas claro/escuro).

Apos o periodo de adaptagdo ao novo ambiente, os
ratos com 90 dias de idade foram pesados e submetidos
ao periodo experimental que teve duragdo de 120 dias.
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro
(4) grupos de seis (6) animais cada, segundo os
tratamentos a que foram submetidos:

Grupo C — Animais normoglicémicos (controle);

Grupo CR — Animais normoglicémicos tratados com
resveratrol;

Grupo D — Animais diabéticos;
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Grupo DR - Animais diabéticos tratados com
resveratrol;

A indugdo do diabetes foi realizada nos ratos dos
grupos D e DR submetidos a jejum prévio de quatorze
horas, antes de serem injetados com STZ por via
endovenosa (veia peniana), na dose de 35 mg/kg de peso
corporal (Sigma, ST. Louis, MO, USA), dissolvida em
tampao citrato 10 mmol/L (pH 4,5). No quarto dia, antes
de iniciar o tratamento, foi realizado o teste de glicemia
por fita reativa para confirmagdo do estado diabético nos
animais dos grupos D e DR, sendo considerados
diabéticos todos os animais com glicemia acima de
250mg/dl. Além disso, houve um acompanhamento da
glicemia destes animais durante o experimento, bem
como da massa corporal, consumo de ragdo e de agua. A
partir do quarto dia do experimento, os animais dos
grupos CR e DR, receberam diariamente resveratrol na
dosagem de 0,5 mg/Kg de peso corporal, via gavagem,
até o final do experimento.

Coleta e processamento do material

Apb6s 120 dias de experimento, os ratos foram
previamente pesados e anestesiados com uma dose de 40
mg kg' de massa corporal de tiopental (Laboratorios
Abbott, Chicago, IL, EUA) via intraperitoneal para
realizar a coleta de sangue por puncdo cardiaca, com
intuito de avaliar a glicemia de jejum, e para a extragdo
das glandulas, o que resultou em eutandsia por choque
hipovolémico.

As parotidas extraidas foram lavadas em solucao
salina (NaCl 0,9%) e transferidas para solu¢do fixadora
contendo formol tamponado 10% por um periodo de 12
horas. Sequencialmente, as mesmas foram transferidas e
armazenadas em alcool 70%, onde permanecem até a
analise.

As glandulas foram submetidas a processamento
histolégico de rotina. Para cada animal foram
selecionados cortes histologicos com 6um de espessura
por bloco e, em seguida corados pela técnica de
Hematoxilina—Eosina (HE), com posterior montagem
entre lamina e laminula com resina sintética permount®
(Fisher Chemical, New Jersey, USA).

Analise morfométrica dos acinos glandulares

As imagens dos acinos foram capturadas por camara
de alta resolu¢do acoplada ao microscopio Olympus
BX20, 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 (Jm?) de 100 4cinos por
lamina, perfazendo o total de 600 4cinos em cada grupo
estudado, expressando-se os resultados em média das
areas do 4cinos por grupo.

Analise quantitativa dos acinos glandulares

As imagens dos acinos foram capturadas por camara
de alta resolu¢do 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-
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Plus, foram quantificados todos os acinos de 20 imagens
capturadas por animal em aumento de 20X, com a
finalidade de delinear a densidade de acinos.

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de
variancia e teste de Tukey para comparagao dos aspectos
quantitativos e morfométricos dos acinos glandulares
entre os grupos. O nivel de significancia foi de 5%.

3. RESULTADOS

A sindrome diabética nos animais dos grupos D e
DR, foi constatada pelo quadro clinico caracteristico da
doenga ao longo de todo o experimento: politria,
polidpsia e polifagia. Foram observados apds 120 dias,
aumento significativo da glicemia dos ratos do grupo D
em relagdo aos ratos normoglicémicos (C ¢ CR). Por
outro lado, o tratamento com resveratrol reduziu de
modo significativo os niveis glicémicos nos ratos do
grupo DR em relag@o aos do grupo D (Tabela 1).

Com relagdo a massa corporal final, ndo foi
verificada diferenca significativa entre os ratos dos
grupos normoglicémicos (C e CR). O grupo D
apresentou menor massa corporal final quando
comparada aos demais grupos. Além disso, observou-se
reducdo significativa da massa corporal final dos
animais do grupo D em relagdo aos ratos do grupo DR
(Tabelal).

Tabela 1. Parametros fisiologicos: massa corporal inicial (MCi),
massa corporal final (MCf). Grupo C: controle, grupo CR: controle
tratado com RSV, grupo D: diabético, grupo DR: diabético tratado com
RSV. % < 0,001 versus C; °p < 0,01 versus D. Os resultados estdo
expressos como média + erro padrdo, n = 6 ratos por grupo.

MC inicial (g) ~ MC final (g) Fin(;’lh(clflsg‘; )
C 406 £ 13 510+ 19 146 £ 5
CR 384+ 15 486+ 12 160+ 6
D 350+ 10 298 + 13 498 +22°
DR 369+ 17 409 £ 15° 4124365 °

A analise quantitativa dos &cinos glandulares
demonstrou diminui¢do da densidade acinar (p<0.05)
nos ratos do grupo D (1250 + 7,5) em relagdo aos do
grupo C (1315 £ 18,5). A analise estatistica ndo mostrou
diferenca significativa entre os grupos C (1315 £ 18,5)
e CR (1364 =+ 15,5). No entanto, observou-se
preservacdo da densidade dos acinos (p<0.05) nos
animais do grupo DR (1359 + 14,3) em relagdo ao grupo
D (1250 = 7,5) (Figuras 1 ¢ 2).

A analise morfométrica dos acinos glandulares
demonstrou diminuigdo das areas acinares médias
(p<0,05) nos ratos dos grupos D ¢ DR em relagdo aos do
grupo C.
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Figura 1. Densidade média dos acinos glandulares da parétida dos
ratos nos grupos: normoglicémico (C), normoglicémico tratado com
RSV (CR), diabético (D) e diabético tratado com RSV (DR). N=6.
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Figura 2. Area acinar média da glandula salivar par6tida dos ratos nos
grupos: normoglicémico (C), normoglicémico tratado com RSV (CR),
diabético (D) e diabético tratado com RSV (DR). N=6.

Figura 3. Fotomicrografias de cortes histologicos das glandulas
pardtidas (H.E) dos grupos normoglicémico (C), normoglicémico
suplementado com RSV (CR), diabético (D) e diabético suplementado
com RSV (DR). Microscopio optico Olympus e objetiva de 20X.

4. DISCUSSAO

Alteracdes metabolicas provocadas pela
auséncia/insuficiéncia de insulina e por mudangas no
funcionamento celular, devido a hiperglicemia, sao
sintomas comuns no estado diabético'®. Embora alguns
estudos em ratos diabéticos suplementados com
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antioxidantes ndo tenham constatado diferenca na
glicemia de jejum'”'®!%; aredugdo na glicemia de jejum
em ratos tratados com RSV observada em nosso trabalho
pode ser um indicativo de que o mesmo possa
influenciar favoravelmente a homeostase da glicose;
mostrando concordancia com os dados de literatura que
apontam para esse resultado®®?!,

Algumas constatacdes sobre os efeitos benéficos do
RSV ja foram realizadas em diferentes estudos, os quais
sinalizam que este antioxidante pode atuar em diferentes
frentes, tais como: ativando in vivo a expressdo da
sirtuina 1 que reduz a restri¢do energética e melhora o
controle glicémico??; estimulando a captagio da glicose
ao elevar a expressio do GLUT4, o qual ¢ um
transportador de glicose dependente de insulina® e
ativando a captagdo de glicose na auséncia de insulina®*,

A perda mais intensa de massa corporal nos animais
do grupo D estaria relacionada as alteracdes
fisiopatologicas do diabetes. Nestes animais, houve
mobilizagdo de massa corporal para que substratos
energéticos pudessem suprir as células carentes de
glicose e as vias neoglicogénicas?. Por outro lado, a
prevengdo da perda de massa corporal observada nos
animais do grupo DR, poderia estar relacionada ao fato
de que o resveratrol teria melhorado as condig¢des de
utilizagdo da glicose como fonte de energia, o
metabolismo de lipideos e proteinas e, possivelmente, a
sintese de proteinas estruturais e funcionais que
encontrava-se prejudicada. Esta idéia ¢ refor¢ada pelo
estudo de Wilson et al., (2015)?° que constataram efeitos
positivos do resveratrol sobre o crescimento corporal de
peixes suplementados por 16 semanas. Esse aumento da
massa corporal foi atrelado as suas propriedades
antioxidantes que reduziram a degradacdo de proteinas
ndo lisossomicas, melhorando a taxa de crescimento
corporal.

A analise quantitativa dos acinos glandulares
demonstrou diminui¢do da densidade acinar (p<0.05)
nos ratos do grupo D em relagdo aos do grupo C. A
diminuicdo na densidade acinar das glandulas salivares
de animais com diabetes cronico é um achado frequente
nesta patologia. A formagao de produtos de glicosilagao
avangadas (AGEs), a peroxida¢ao lipidica e o estresse
oxidativo estdo elencados como fatores que incidem
nesta redu¢do?’. Deste modo, as células acinares ao
sofrerem intensa agdo dos radicais livres, exibem
debilitada capacidade em neutraliza-los e elimina-los,
podendo ocorrer danos em diversos componentes
intracelulares, tais como DNA, lipideos e proteinas,
culminando em morte celular por necrose ou apoptose?s.

Em decorréncia do estado diabético, os acinos da
glandula pardtida sofrem processos degenerativos que
podem se manifestar como atrofia acinar, a qual também
foi verificada em nosso experimento, através da analise
morfométrica. Varios fatores podem ser enunciados na
tentativa de explicar a atrofia acinar encontrada nos
animais do grupo D; dentre eles estdo: deplegdo cronica
de sodio nas células acinares, gerando desidratagdo
dessas células®; redu¢dio e/ou modificag¢do no contetido
e sintese de proteinas*; redugdo da resposta secretoria da
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parotida devido a anormalidades neuroaxonais tipicas da
neuropatia diabética® e falta de insulina, uma vez que a
manutengdo da estrutura e fun¢do normal da glandula
pode, em parte, ser dependente deste hormdnio; ¢ a agdo
intensificada do estresse oxidativo.

As areas acinares médias do grupo DR foram 21,3%
maiores em relacdo ao grupo D (p<0,05). Os efeitos
benéficos do RSV tém sido demonstrados por seu
relevante papel nas fungdes imunes, em varios processos
oxidativos e inflamatdrios’!, e também na inibi¢do da
atividade da quinona redutase 2, o que por sua vez
aumenta a expressdo de antioxidantes, melhorando a
resisténcia celular®®> e atenuando o0s processos
degenerativos do parénquima glandular. Aventa-se,
portanto, que tais acdes abrangentes dessa substancia
estejam implicadas na prote¢do acinar constatada no
grupo DR.

Observou-se ainda que as areas acinares do grupo
CR foram 22,2% maiores (p<0,001) que as do grupo C,
o que ¢ atribuido a uma possivel prevengao da reducao
acinar comumente observada durante o processo natural
de envelhecimento.

A maior densidade acinar no grupo DR, quando
comparada ao grupo D, pode ser atribuida ao efeito
protetor do resveratrol devido a sua capacidade de
neutralizagdo do estresse oxidativo, ao varrer espécies
reativas de oxigénio (EROs), inibir a peroxidagdo
lipidica e regenerar antioxidantes enddgenos como
glutationa reduzida (GSH), superdxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT)*. Além disso, o RSV é um
inibidor do fator NF-kB, diminuindo a expressdo de
varios genes associados com a inflamagdo e estresse
oxidativo®*. Desta forma, ao aumentar as defesas
celulares, o0 RSV promove protecdo contra a injuria
oxidativa e consequentemente atenua a perda das células
acinares.

5. CONCLUSAO

Na condi¢do de diabetes, o tratamento com RSV,
preveniu a perda e protegeu os acinos da glandula
parotida de ratos diabéticos contra a atrofia. Essa
preservagdo acinar deve-se provavelmente a relevante
atuacdo do antioxidante RSV, ao reduzir as alteragoes
histofisiolégicas nas células acinares; sobretudo,
aquelas relacionadas ao estresse oxidativo.
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