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RESUMO

A diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) é uma doencga metabdlica, caracterizada pela destruicao das células
beta pancreaticas, e consequentemente, hiperglicemia crénica. Nas glandulas salivares, leva a
malformac&o, danos teciduais e prejuizo na producéo de saliva. Assim, o trabalho visa avaliar através
de histomorfometria o efeito da suplementacdo com o extrato de Allium cepa L. e S-Metil-Cisteina
nas glandulas pardtidas de ratos Wistars frente a diabetes mellitus tipo 1. Para tal, 35 ratos Wistars
machos foram divididos em quatro grupos: Grupo controle (GC, n = 8), grupo diabético sem
tratamento (GDST, n = 9), grupo diabético tratado com S-Metil-Cisteina (GDTS, n = 9) e grupo
diabético tratado com extrato de Allium cepa L. (GDTE, n = 9). Os animais passaram por inducao a
diabetes mellitus tipo 1 por aplicacdo de streptozotocina, em dosagem Unica de 60 mg/kg de peso do
animal. Os animais GDTE e GDTS foram tratados durante 30 dias com o extrato de Allium cepa L.
na dosagem de 400 mg/kg e S-Metil-Cisteina na dosagem de 200 mg/kg, respectivamente. Finalizado
0 experimento, foram anestesiados e eutanasiados e as glandulas parétidas foram removidas para
analise morfoldgica e histomorfométrica. Os resultados foram analisados estatisticamente,
considerando-se p < 0,05. A andlise histomorfométrica mostrou que 0s grupos diabéticos tratados e
ndo tratados sofrem com os efeitos degradantes gerados pela diabetes, tanto nos acinos quanto nos
ductos. Nos &cinos dos grupos GDST, GDTS e GDTE em relagdo ao GC, houveram diferencas
estatisticas perceptiveis para quase todas as varidveis observadas (p <0,001). Excetuando-se apenas
0 nimero de &cinos e o ndmero de nucleos. Para os ductos estriados e intercalares, a area total do
ducto estriado foi maior e o epitélio apresentou maior espessura no GDST em relacdo ao GC (p
<0,001). J& 0 GDTE teve menor altura epitelial em comparacao ao epitélio do GC (p: 0,034). Quanto
aos ductos intercalares, o grupo GDTE apresentou uma menor area total e epitélio e GDTS
diminuicdo da luz do tubo em relacdo ao GC. Porém, os tratamentos demonstram resposta a esses
efeitos e acdo protetora para as células acinares e ductais. O tratamento com a substancia S-Metil-
Cisteina e o extrato metanolico de Allium cepa L. mostram-se eficazes na diminui¢do dos efeitos
progressivos da doenca. Destes, o que possui maior atividade foi o extrato. Porém, a substancia
isolada também demonstra importancia na configuragéo celular.

Palavras-chave: Glandula salivar, Diabetes mellitus, Tratamento
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ABSTRACT

Type 1 diabetes mellitus (DMT1) is a metabolic disease, characterized by the destruction of
pancreatic beta cells, and consequently, chronic hyperglycemia. In the salivary glands, it leads to
malformation, tissue damage, and impaired saliva production. Thus, the work aims to evaluate,
through histomorphometry, the effect of supplementation with the extract of Allium cepa L. and S-
Methyl-Cysteine on the parotid glands of Wistars rats against type 1 diabetes mellitus. For this
purpose, 35 male Wistars rats were divided into four groups: Control group (GC, n = 8), a diabetic
group without treatment (GDST, n = 9), a diabetic group treated with S-Methyl-Cysteine (GDTS, n
=9) and a diabetic group treated with Allium cepa extract L. (GDTE, n =9). The animals underwent
type 1 diabetes mellitus by streptozotocin, in a single dosage of 60 mg/kg of the animal’'s weight. The
animals GDTE and GDTS were treated for 30 days with the extract of Allium cepa L. at a dosage of
400 mg/kg and S-Methyl-Cysteine at a dosage of 200 mg/kg, respectively. At the end of the
experiment, they were anesthetized and euthanized and the parotid glands were removed for
morphological and histomorphometric analysis. The results were analyzed statistically, considering
p < 0.05. Histomorphometric analysis showed that treated and untreated diabetic groups suffer from
the degrading effects generated by diabetes, both in the acini and in the ducts. In the acini of the
GDST, GDTS, and GDTE groups in relation to the CG, there were noticeable statistical differences
for almost all observed variables (p <0.001). Except for only the number of acini and the number of
nuclei. For striated and intercalated ducts, the total area of the striated duct was larger and the
epithelium presented greater thickness in the GDST compared to the CG (p <0.001). The GDTE had
a lower epithelial height compared to the epithelium of the CG (p: 0.034). As for the intercalated
ducts, the GDTE group had a smaller total area, and epithelium and GDTS decreased light from the
tube compared to the CG. However, the treatments demonstrate a response to these effects and a
protective action for the acinar and ductal cells. Treatment with the substance S-Methyl-Cysteine and
the methanolic extract of Allium cepa L. is effective in reducing the progressive effects of the disease.
Of these, the most active in the extract. However, the isolated substance also shows the importance
in the cellular configuration.

Keywords: Salivary gland, Diabetes mellitus, Treatment

1 INTRODUCAO

As glandulas salivares parétidas sdo duas glandulas pares, localizadas anteriormente ao
primeiros molares superiores (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001). Sua secrecéo,
caracteristicamente exdcrina, € um importante constituinte da satde oral e permite o umedecimento
e lubrificacdo da cavidade oral, ajuda na protecdo dentaria, auxilia na degluticdo, digestdo de
alimentos, identificacdo do paladar e previne contra infeccdes (AFZELIUS et al., 2014; CHOl et al.,
2013; DELPORTE, 2014). O comando da producédo glandular é proveniente dos sistemas nervosos
parassimpatico e simpatico autbnomos e sua manutencdo requer uma elevada taxa metabolica e um
fluxo sanguineo apropriado (HAKAMI, 2017; JESUS et al, 2015).

A Diabetes Mellitus tipo | € um dos mais comuns subtipos de diabetes, tem uma frequéncia
de cerca de 5% na populacdo mundial e acomete criangas, adolescentes e adultos em uma menor
escala (LI; HUANG; GAO, 2017, MATULEVICIENE-ANANGEN et al., 2017; ATKINSON;
EISENBARTH; MICHELS, 2015). E um distdrbio metabdlico derivado da destruicdo imune das
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células B pancredticas, que gera disfun¢do na producdo de insulina e consequentemente, leva o
organismo a uma hiperglicemia crénica. Seus sintomas mais caracteristicos para diagndstico, sdo:
polidipsia, polifagia, poliuria e a propria hiperglicemia (ZALEWSKA et al., 2015; ATKINSON;
EISENBARTH; MICHELS, 2015; WANG et al., 2017). A glicose disponivel em excesso na corrente
sanguinea associa-se a radicais livres formando os produtos finais de glicacdo avangada (AGES). Os
AGES apresentam estrutura heterogénea e seus subprodutos comprometem 0s processos Vvitais, leva
ao aumento do estresse celular e de processos inflamatorios, gerando complicagdes a curto e longo
prazo (MADHAVAN et al., 2018; MONTEIRO et al., 2016)

Nas glandulas salivares a diabetes mellitus esti associada a ma distribuicdo das células
acinares e modificagdes nos receptores de glicose, levando a uma baixa producgéo de saliva (ALJERF;
ALHAFFAR, 2017; ZALEWSKA et al., 2015; MONTEIRO et al., 2016). Individuos pré-diabéticos
e individuos obesos e com resisténcia a insulina também apresentam diminuicao dos niveis salivares
e maiores taxas de estresse oxidativo (ITTICHAICHAROEN; APAIJAIL; TANAJAK, 2018). Em
ratos Wistars, a diabetes mellitus é responsavel pela diminuicdo da area dos ductos granulares e
modificacdes na deposicdo laminar das glandulas parotidas e submandibulares, sendo a evolucgéo do
quadro progressivo ao avango da doenca (MONTEIRO et al., 2016). Devido as mudancas geradas
nas glandulas salivares devido a diabetes mellitus, a saliva é utilizada como parametro de reflexo
local e sistémico dos efeitos da doenca (WANG et al., 2017).

Buscando-se novas alternativas de tratamento tem-se investido em pesquisas com
fitoterapicos e substancias isoladas, pois estes possuem menores taxas de toxicidade, efeitos
colaterais e custo de mercado em relagdo as drogas sintéticas. Além disso, alguns estudos apontam o
poder medicinal de algumas plantas no controle da glicemia sanguinea e prevencdo de danos nos
tecidos dos 6rgdos (BEHROUJ et al., 2018; SAJID et al., 2014). Uma dessas plantas é a cebola
comum (Allium cepa L.), planta de ampla distribui¢do e consumo, que faz parte da alimentacéo da
maior parte da populacdo humana. Sua utilizacdo € vantajosa, pois possui varios nutrientes
importantes para a alimentacédo e principios ativos com caracteristicas de agentes antioxidante, anti-
asmatico, anti-hiperglicémico e anti-hipertensivo (SAJID et al., 2014). Dentre 0s componentes
encontrados na cebola esta a S-Metil-Cisteina, um aminoacido que contém enxofre e tem atividade
antilipidémica, antioxidante e anti-hiperglicémica (THOMAS et al, 2015; YOSHINARI; SHIOJIMA;
IGARASHI, 2012). Assim, esse estudo objetivou avaliar através de histomorfometria o efeito de um
tratamento com o extrato metanolico de Allium cepa L. e a substancia isolada S-Metil-Cisteina nas
alteracOes estruturais das glandulas parotidas de ratos wistars acometidos com a Diabetes Mellitus

tipo I.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MODELO EXPERIMENTAL

O desenvolvimento do projeto teve aprovacdo da comissdo de ética no uso de animais da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte — CEUA/UFRN, através do protocolo N.
012.018/2017. Para a realizag&o do estudo foram utilizados 35 ratos Wistar machos, com idade de 30
dias e peso entre 250 — 300g. Os animais foram mantidos em condigGes laboratoriais padronizadas,
mantendo-se o ciclo bioldgico de 12h de claro e 12h de escuro e racdo e agua ad libitum. Apds o
periodo de aclimatacdo e adaptacdo os animais foram separados em quatro grupos: 8 no grupo
controle (GC), 9 no grupo diabético sem tratamento (GDST), 9 no grupo diabético tratados com
extrato de Allium cepa (GDTE) e 9 no grupo diabético tratado com S-Metil-Cisteina (GDTS). Os
animais passaram jejum solido por 12 horas antes de receber a dose de streptozotocina (Sigma
Chemical Co., USA), em dosagem unica de 60 mg/kg de peso do animal por via intraperitonial. Cinco
dias apos a inducédo foi realizada a avaliacdo da glicemia com auxilio do glicosimetro comercial
OneTouch Ultra (Johnson & Johnson®), onde foi retirada uma amostra de sangue da cauda de cada
animal para a determinacéo da glicose. Aqueles que obtiverem glicemia superior a 200 mg/dL foram
considerados diabéticos. Passada uma semana da inducdo os animais dos grupos GDTE e GDTS
foram tratados durante 30 dias com o extrato metanolico de Allium cepa L. na dosagem de 400 mg/kg
e S-Metil-Cisteina na dosagem de 200 mg/kg, respectivamente (SAJID et al., 2014). A administracao
do tratamento foi realizada por via oral (gavagem) utilizando uma sonda endoesofagica. Ao longo do
experimento vieram a Obito um animal do GDTS e dois do GDTE, tornando on =8 e n =7,
respectivamente. Finalizado o experimento, os animais foram anestesiados com isoflurano e
eutanasiados por aprofundamento anestésico. As glandulas parétidas de cada animal foram entdo

coletadas para analise histomorfométrica.

2.2 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

As glandulas foram fixadas em paraformaldeido tamponado a 10%, depois desidratadas em
alcool etilico em concentragdes crescentes, diafanizadas pelo xilol, impregnadas e incluidas em
blocos de parafina. Em seguida, os blocos foram cortados em micrétomo (Leica RM 2125) ajustado
para 4um. Os cortes semi-seriados foram fixados em laminas histoldgicas e corados em Hematoxilina
e Eosina (H&E). Para a leitura dos resultados foi utilizado um microscopio optico (NIKON Eclipse
80i) acoplado a um sistema computadorizado de imagens (NTSis). Foram escolhidos de forma
aleatoria, 20 campos em cada lamina sob 0 aumento de 400X para realizar a mensuracao (em numero
- n e em area em um?2) do: nimero de acinos, a area dos &cinos, nimero de células acinares, area das

células, nimero de nucleos e a area dos nucleos, area total dos ductos estriados e intercalares, area da
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luz dos ductos estriados e intercalares e a espessura do epitélio de ambos com o auxilio do software
ImageJ versao 1.44 (JESUS; BEANES; RODRIGUEZ, 2015; KRISHNAN et al., 2017).

2.3 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov e conferida sua distribuicdo
anormal, foram submetidos ao teste de Mann-Whitney, tendo como pardmetro de comparagdo o grupo

controle. Todo valor considerado significativo foi aquele p < 0,05.

3 RESULTADOS
3.1 HISTOMORFOMETRIA GLANDULAR

O estudo realizado demonstra o efeito degradante da DMT1 nas estruturas das glandulas
salivares. Os &cinos e ductos sao fortemente agredidos pela doenga. Contudo, as analises realizadas
apontam respostas efetivas aos tratamentos efetuados gerando uma acgéo protetora aos efeitos gerados
pela DMT1.

A anélise morfoldgica dos &cinos e ductos salivares das glandulas parétidas dos grupos GC,
GDST, GDTS e GDTE, realizada nesse estudo, é demonstrada na Tabela 01.Em relacdo aos acinos
dos grupos tratados e ndo tratados em comparacdo ao GC, houveram diferencas estatisticas
perceptiveis para quase todas as variaveis observadas (p <0,001, Tabela 01) (Fig. 1). Excetuando-se
apenas 0 numero de &cinos, que ndo apresentou diferenca estatistica significante entre nenhum dos
grupos, e o numero de nucleos, que apresentou significancia apenas no GDTE. Para esse Gltimo, é
importante ressaltar que a diferenca consiste em um aumento do ndmero dos nucleos, quando
comparado ao GC. Porém, mesmo havendo tais diferencas, os valores de média e desvio padrdo
apresentados nos grupos tratados com a substancia isolada (S-Metil-Cisteina) e o extrato metandlico
de Allium cepa L. sugerem uma atividade desses compostos sobre 0s componentes acinares.
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Tabela 1 - Histomorfometria dos &cinos e ductos estriados e intercalares das glandulas parétidas

Variaveis

GC GDST GDTS GDTE
(Média + Desvio-Padréo) (Média + Desvio-Padréo) (Média + Desvio-Padréo) (Média + Desvio-Padréo)
Acino Numero de 4cinos (n) 3,91+ 1,68 4,07+1,7 4,94+38 4,08 +1,84
Area total do &cino (p?) 2149,2 + 754,37 1232,96 + 512,082 1288 + 595,62 1632,38 + 653,832
Numero de células (n) 4,23 +1,57 6,63+2,072 6,4 +2,41° 558+ 2,072
Avrea total da célula (u2) 230,68 + 64,6 189,7 + 68,362 113,88 + 71,58? 159,07 £ 64,62
Numero de nicleos (n) 5,06 £1,82 6,58 £ 3,071 574 +251 7,28 £1,822
Area dos nucleos (u?) 34,99 + 12,32 33,56 + 14,562 23,43 + 16,38? 31,08 + 14,46°
Ducto Estriado Area total (112) 533,49 + 205,81 1275,54 + 576,292 743,60 £ 552,76 368,11 + 99,05
Luz (u2) 134,47 £ 87,56 273,96 + 239,75 144,22 + 113,95 76,98 £ 51,88
Epitélio (u2) 399,02 + 132,10 1001,58 + 457,10? 599,38 + 460,49 291,13 + 56,96"
Ducto Intercalar Avrea total (p2) 211,50 + 75,59 301,75 + 214,02 210.15 +137.88 166,82 + 49,34°¢
Luz (p2) 44,64 + 28,39 38,83 + 35,61 31.67 + 22.36¢ 31,64 £ 20,56
Epitélio (u?) 166,86 + 53,24 262,92 + 188,35 178.48 + 120.16 135,17 + 36,57¢

Comparacdes realizadas entre 0s grupos tratados e ndo tratados em relacdo ao GC. Valores representados por @ representam significancia semelhante na mesma linha (p <0,001). Valores

representados por ®, ¢, ¢ e ¢ representam os demais valores de significancias encontrados (p: 0,034, p: 0,016, p: 0,041 e p: 0,019, respectivamente).
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Em relagdo aos ductos estriados e intercalares também houve diferengas estatisticamente
significantes entre alguns grupos e variaveis observadas. A area total do ducto estriado foi maior e o
epitélio no GDST apresentava maior espessura consideravel em relagdo ao GC (p <0,001, Tabela 1).
Ainda sobre o ducto estriado, 0 GDTE teve menor altura epitelial em relacéo ao epitélio do GC (p:
0,034, Tabela 1). Quanto aos ductos intercalares, o grupo GDTE apresenta uma menor area total e
epitélio e GDTS diminuicdo da luz do tubo em relagcdo ao GC (Tabela 1). Assim, percebe-se que 0s
ductos que fazem parte da glandula pardétida também sofrem mudancas morfoldgicas decorrentes da
doenca e tratamentos empregados no experimento, porem essas alteragdes sdo bem menos frequentes

e acentuadas que nos acinos.

Figura 1 - Diferenca morfoldgica dos acinos nos grupos estudados. (A) GC, (B) GDST, (C) GDTS e (D) GDTE. Para
cada grupo os acinos (asterisco) sao identificados. As amostras foram coradas com H&E (Aumento de 400 X)

4 DISCUSSAO

A diabetes mellitus tem grande impacto sobre a satde dos individuos que portam a doenca.
Na saude oral, leva a alteracdes morfoldgicas das glandulas salivares, altera o metabolismo lipidico,
aumenta o estresse oxidativo e interfere diretamente no fluxo salivar e na composigéo da saliva,
levando os individuos portadores da doenca a apresentarem um quadro de xerostomia
(GARBOWSKA et al., 2017; JA, 2012; BUSATO et al., 2009; MONTEIRO et al., 2016). Ainda,
mesmo quando 0s pacientes sao tratados com a insulina ha perca da qualidade de vida, pois ha um
forte impacto fisico e emocional sobre 0s mesmos (FRIER; JENSEN; CHUBB, 2015).
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A diminuicdo de &reas e nUmero das estruturas acinares encontradas nesse estudo corrobora
com as informacdes dada pelos estudos anteriores sobre a degradacéo gerada pela Diabetes Mellitus
tipo I. Porém, o estudo também demonstra um potencial de melhora dado pela utilizagdo do extrato
e da substancia isolada. Percebe-se também que para as estruturas acinares (Tabela 01) o tratamento
mais relevante é o que utiliza o extrato, pois mostra uma similaridade estrutural com o GC dos animais
saldaveis. Possivelmente, essa resposta deve-se aos compostos existentes no extrato de Allium cepa
L. Diversos estudos apontam que a utilizacdo do extrato da cebola consegue diminuir o nivel de
glicose sanguinea, reverter efeitos danosos gerados pelo excesso lipidico e diminuir os niveis de
estresse oxidativo, formacdo de AGES e espécies reativas de oxigénio, que sdo 0s principais agentes
envolvidos na propagacdo da doenca (PRADEEP; SRINIVASAN, 2018; SAJID et al., 2014;
YOSHINARI; SHIOJIMA; IGARASHI, 2012). Assim, postulamos que para as glandulas parétidas,
a atividade do extrato possa ter uma agéo cito protetora das estruturas acinares.

Estudos apontam que animais diabéticos tendem a aumentar a quantidade de ductos estriados
em relagdo a animais saudaveis, alem de diminuirem o volume de secre¢éo salivar (ANDERSON et
al., 1993; MATSUI-INOHARA et al., 2009; SATOH et al, 2013). Estes dados coincidem com o
encontrado em nosso estudo, onde houve aumento da area total e epitélio dos ductos estriados do
GDST. Podendo, o aumento de area estd associado a uma relacdo compensatoria a atividade dos
acinos. Como a degradacdo acinar prejudica a formacédo de saliva, os ductos iriam exibir uma maior
atividade secretora. O problema consiste no fato de que os ductos ndo liberam enzimas necessarias e
auxiliam apenas no aumento da quantidade de agua (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001).
Propriedades hipoglicemiantes, hiperlipidémicas e anti-inflamatérias ja foram encontradas na S-
Metil-Cisteina e no extrato de Allium cepa L. e descritas em trabalhos anteriores (HUANG; HORNG;
YIN, 2004; YIN et al., 2007). Nosso estudo ressalta essas acOes a partir da diminuicao de epitélio e
luz encontrados nos grupos GDTE e GDTS, pois, como ha um condicionamento melhor dos acinos
destes grupos ndo ha necessidade de os ductos sofrerem tantas alteracbes como no caso do GDST.
Além disso, deve-se ressaltar a maior resposta dada pelo GDTE visto que, este além de conter a S-
Metil-Cisteina possui outras substancias, flavondides e antocianina, tais como a quercetina e
glucosideo de peonidina, que ajudam a manter as propriedades anteriormente descritas
(FREDOTOVI'C et al., 2017).

5 CONCLUSAO
A diabetes mellitus afeta a morfologia da glandula parétida de ratos. Contudo, o tratamento
com a substéncia S-Metil-Cisteina e o extrato metandélico de Allium cepa L. mostram-se eficazes na

diminuicdo dos efeitos progressivos da doenca. Destes, o tratamento que promove melhores
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resultados na manutencao estrutural das glandulas paro6tidas em animais diabéticos é a administracéo

do extrato. Porém, a substancia isolada também demonstra importancia na preservagéo celular.
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Morfologia (DEMOR) da UFRN pela pesquisadora Tatiane Oliveira.
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