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Resumo

A Diabetes Méllitus € uma doenca metabdlica com uma distribuicdo mundial
cada vez mais acentuada, acarretando consigo, elevada morbilidade e mortalidade.
Deste modo, é de suma importancia a compreensdo e estudo em fases precoces desta

doenca.

Nos ultimos anos a saliva tem sido usada como fonte de biomarcadores para
deteccdo e monitorizacdo de doengas. Para além disso, h4 referencia a ateragcbes na
secrecdo salivar e percepcdo dos aimentos em individuos diabéticos, tornando-se

importante um maior conhecimento da funcéo salivar associada a esta patologia.

O objectivo geral deste trabalho é estudar a funcéo salivar num modelo de
roedores intolerantes a glicose, avaliando-se a concentragdo proteica total da saliva,
morfologia e morfometria das glandulas salivares maiores e expressao da amilase na

salivae glandulas salivares.

N&o se observam diferencas entre 0s grupos, para a concentragdo em proteina
total, nem para a expressado de 0-amilase, nasaliva

Na andlise histolégica das glandulas salivares maiores € possivel observar
dimensfes significativamente maiores dos écinos das glandulas andisadas (parétida,
submandibular e sublingual), em relacdo aos animais normoglicémicos, sugerindo o que
pode ser o inicio de uma patologia comum em diabéticos, a siaose (hipertrofia e

hiperplasia das glandulas salivares).

Através de imunomarcagdo para a actina observa-se um aumento da expressao
de células mioepiteliais na seguinte ordem: parétida, submandibular e sublingual. N&o

se observam diferencas entre os grupos.

A imunomarcagdo para a a-amilase € mais intensa nos &cinos da parétida, nos
ductos granulares da submandibular e nas meias luas serosas da sublingual, em ambos

0s grupos. Verifica-se uma sobre-expressdo nos ductos intralobulares da parétida e nos

Xi



ductos granulares da sumandibular, nos animais pré-diabéticos, sugerindo alguma

endocitose da enzima por parte das células dos ductos.

Os resultados obtidos sugerem alteractes na fungdo salivar, numa fase prévia ao

desenvolvimento da Diabetes Méllitus, as quais merecem ser exploradas.

Palavras-chave: a-amilase, electroforese, glandulas salivares, histologia, pré-

diabetes, saliva.
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Abstract

Diabetes Mdllitus is a metabolic disease with a worldwide distribution greatly
increasing, leading to high morbidity and mortality. Thus, it is very important to
understand and study the early stages of this disease.

In recent years saliva has been gained attention as a source of biomarkers for
detection and monitoring of diseases. In addition, there are also studies referring
changes in salivary secretion and perception of food in diabetic individuals, making it
important to have a better understanding of salivary function associated with this

pathology.

The overall objective of this work is to study the salivary function in a glucose
intolerant rodent model, namely through anaysis of the total saliva protein
concentration, morphology and morphometry of the salivary glands and expression of

amylase in salivaand salivary glands.

There are no differences between groups for total protein concentration, neither

for the expression of a-amylasein saliva

In the histological analysis of mgjor salivary glands it is observed significantly
greater dimensions of the lobes of the glands examined (parotid, submandibular and
sublingual), compared to control animals, suggesting what could be the beginning of a
condition common in diabetics, sialose (hypertrophy and hyperplasia of the salivary

glands).

Using immunostaining for actin, it is observed an increased expression of
myoepithelia cellsin the following order: parotid, submandibular and sublingual. There

are no differences between groups.

Immunostaining for a-amylase is more intense in the parotid acini,
submandibular granular ducts and sublingual serous demilunes, for both groups. There

is an over-expression in the parotid intralobular ducts and the ducts of the granular

xiii



sumandibular in pre-diabetic animals, suggesting some endocytosis of the enzyme by
ductal cells.

The results suggest changes in salivary function in a stage prior to development

of Diabetes Mdllitus, which are worth exploring.

Keywords: a-amilase, electrophoresis, histology, prediabetes, saliva, salivary

glands.
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1.Introducéo

1.1 Diabetes
1.1.1 Epidemiologia e Patologia

A Diabetes Mdllitus (DT) afecta actualmente mais de 220 milhdes de pessoas
em todo o0 mundo e é responsavel pela morte de, pelo menos, 1,1 milhdes de pessoas por
ano (WHO, 2011). O numero de individuos com esta patologia tem vindo a aumentar,
entre outros factores, com o crescimento populacional, 0 aumento da esperanca media
de vida e 0 aumento da taxa de obesidade associado a inactividade fisica (Schneider et
al., 2003). A nivel mundia prevé-se que o niumero de individuos diabéticos sgja da
ordem dos 320 milhdes no ano 2025, quase o0 dobro dos 180 milhdes identificados em
2000 (Vernillo, 2001).

A DM é uma doenca metabdlica cronica, de etiologia genética e
comportamental, resultante de uma producdo insuficiente, ou inexistente, de insulina,
por parte do pancreas e/ou de uma incapacidade, por parte dos tecidos, de usar
eficientemente a insulina endégena (Hamman, 1992). A insulina € uma hormona
anabolizante que actua no armazenamento de substancias energéticas e possui também
um papel importante no metabolismo dos hidratos de carbono, proteinas e lipidos
(Leite, 2006). Sendo a insulina a hormona responsavel pela regulacéo do sistema de
transporte da glicose celular (Fig.1l), uma deficiéncia na sua producdo, ou uma
insensibilidade por parte dos receptores presentes nos Orgdos alvo resultam num
aumento crénico dos niveis de glicose no sangue (Taton et al., 2010). Adicionalmente,
associada a DM, ha uma neoglicogénese aumentada que também contribui para o estado
de hiperglicemia observado nestes individuos (Alberti et al., 2003).

Figado
Conversda de glucose em glicogénioe
farmacdade trigliceridos
M~

. g

S
Musculo

Tecido adiposo .
Faragem da quehra de trigliceridos

Transparte de plucase para as células

Figura 1 - Células alvo dalibertacdo de insulina e consequéncias da sua actuacao.



A mais antiga referéncia a diabetes que se conhece é possivelmente a que consta
num papiro egipcio, datado de 1500 a.C., onde se pode ler “um medicamento para
afastar a passagem de muita urina” (Tattersall, 2009). Quando os niveis de glicose
aumentam demasiado, a sua reabsor¢do pelos rins é insuficiente, fazendo com que parte
permaneca na urina (glicoslria). Assim, a pressdo osmatica da urina aumenta e a
reabsor¢do de agua pelo rim é inibida, o que resulta num aumento da producéo de urina
(poliuria) e aumento de perda de fluidos. A perda de volume sanguineo serd entéo
reposta osmoticamente pela agua retida nas células corporais causando desidratacéo e,
consequentemente, sede (polidipsia), um sintoma muito comum de individuos
diabéticos.

A longo prazo, a hiperglicemia crénica causa complicagdes ao nivel de diversos
orgdos como retinopatia (olhos), insuficiéncia rena (rins), neuropatias (SNC),
aterosclerose, ataques cardiacos, coma, podendo mesmo ser responsavel pela morte dos
individuos (ADA, 2004).

Existem dois tipos de DM: DM tipo | e DM tipo Il. A DM tipo | caracteriza-se
pela destruicdo das células beta pancredticas, produtoras de insulina, levando a uma
auséncia de secrecéo desta hormona. A maioria dos casos de DM tipo | é de natureza
imunitaria, onde a perda de células beta é devida a um ataque autoimune por parte das
células T. A DM tipo | corresponde a aproximadamente 10% dos casos de DM na
Europa e América do Norte, apresentando uma incidéncia mais reduzida em regides
tropicais (Tisch e McDevitt, 1996).

A DM tipo Il é causada pela resisténcia a ac¢do de insulina, que pode ser
combinada com alguma reducéo na secregcdo desta hormona. Este é o tipo de DM mais
comum, Ccujo nuimero de casos se encontra em ascensdo em todo o mundo,
representando 90% do total de casos de diabetes (WHO, 2011). Este tipo de diabetes
resulta de uma interaccdo entre uma predisposicdo genética e factores de risco
ambiental's e comportamentais, como 0 sedentarismo e a obesidade (Jaakko et al., 2001)

(Fig. 2).



Predisposicao Genética + Ambiente

Alteracoes Fisiologicas

glicose normal
Resistencia a insulina 3

[ Toleranciaa ]E:'re-diabetes][niabetesTipcr Iq

Disfuncao células heta ———— Falha células beta —————

408 perda E0%4 perda
células beta células beta

Aumento da produgao

de glicose hepatica

Figura 2 - Factores que determinam a ocorréncia de DM tipo Il. A predisposicéo genética e o

modo de vida do individuo levam a uma sequencia de alteraces no organismo, que conduzem a
DM tipo Il.

Para além dos dois tipos de DM referidos, existe ainda a diabetes gestacional.
Este tipo de diabetes assemelha-se a DM tipo Il em diversos aspectos, incluindo a
combinagdo de uma secregéo inadequada de insulina e uma baixa resposta dos tecidos a
esta. Ocorre entre 2-5% das gestantes, e pode desenvolver-se ou desaparecer apds 0
parto. Este tipo de diabetes pode causar danos tanto na mée como no feto (WHO, 2011).

1.1.2 Pré-diabetes ou I ntolerancia a Glicose

Para um individuo ser considerado diabético tem que apresentar trés condigdes
principais. glicose plasmética em jeum superior a 126mg/dL, glicose plasmética
ocasional superior a 200mg/dL e glicémia superior a 200mg/dL 2h apbs prova de
tolerénciaaglicose ora (Paiva, 2001).

No entanto, actualmente € ja considerada uma outra situacdo que se caracteriza
pela existéncia de niveis de glicose sanguinea acima do normal (=100mg/dL e
<126mg/dL), embora ndo suficientemente elevados, de acordo com os critérios, para se
considerar DM tipo Il. Para além disso, estes individuos apresentam também glicemias
pos prandial mais elevadas que o normal, e cujos valores demoram mais tempo a
retornar aos valores de jeum (ADA, 2004). Esta situagcdo é considerada como pré-
diabetes ou intolerdnciaa glicose (Tabelal).



Tabela| — Niveis de glicose em trés estados diferentes do individuo®

Intolerancia a _
Normal _ Diabetes
glicose
_ o <100 mg/dl 100-125 mg/dl =126 mg/dI
Glicose em jgjum
<6.1 mmol/I 6.1-6.9 mmol/I =>7.0 mmol/I
2 h apés teste
. <140 mg/d 140-199 mg/dl =200 mg/dl
oral detolerancia
<7.8 mmol/I 7.8-11.1 mmol/I >11.1 mmol/l

aglicose

*Adaptada de www.scienceinschool.org

Segundo um estudo realizado em 2003 (Weiss et al., 2003), criangas com
intolerancia a glicose apresentam ja uma profunda resisténcia periférica a insulina e
defeitos na via metabdlica ndo oxidativa da glicose, sem aumentos compensatorios na
secrecdo de insulina. Consequentemente, estes individuos tém um risco aumentado de
vir a contrair DM tipo Il, congtituindo assim um grupo importante a ser alvo de
intervengdes que visem prevenir a doenca.

Estudos indicam que a evolucéo para DM tipo Il pode ser prevenida com a
alteracdo do estilo de vida, nomeadamente através de uma aimentacdo saudavel e
exercicio fisico regular (Jakkoo et al., 2001; ADA, 2004). Este tipo de intervencdo
aplicada a pacientes de risco elevado torna-se importante uma vez que, quando
diagnosticada, o grau de desenvolvimento da diabetes pode ja acarretar outras
complicacOes associadas, mesmo assintomaticas, como complicagdes cardiovasculares,
hipertensdo, entre outras. Assim, a alteracao do estilo de vida de pacientes intolerantes a
glicose, ndo s6 diminui esta intolerancia como reduz a magnitude de diversos factores
de risco cardiovasculares (ADA, 2004).

Sendo uma patologia sistémica, a diabetes provoca ateracbes em diversos
tecidos e Orgaos do paciente, incluindo a nivel oral. Alguns dos efeitos podem ser
xerostomia, perda de dentes, gengivite, periodontite, abcessos odontogénicos e |esdes
nos tecidos moles da lingua e mucosa oral (Lopez e Colloca, 2003; Mealey e Ocampo,
2007). Pensa-se que estas complicagbes possam ser consequéncia de alteracOes
quantitativas e/ou qualitativas da saliva, 0 que torna Util o estudo deste fluido em
pacientes diabéticos (Moore et al., 2001). Mais a frente debrucar-nos-emos sobre este

assunto.



1.1.3 Modelos animais na Diabetes M ellitus

Nos diversos estudos ja realizados sobre a diabetes, tém sido utilizados
diferentes modelos animais, consoante o tipo de diabetes e 0 objecto de estudo.
Inicialmente, era usado aloxano como agente diabetogénico em ratos, uma toxina
selectiva das células B pancredticas que causa inibicdo da glucocinase (Marles e
Farnsworth, 1995). No entanto, devido ao efeito téxico no figado e rins dos animais
tratados com este farmaco, o mesmo foi sendo substituido pela estreptozotocina
(Malaisse, 1982; Rakeiten et al., 1993). A estreptozotocina estimula a producéo de
radicais livres, 0 que leva & destruicdo e disuncdo das células B dos ilhéus de
Langerhans do pancreas (Marles e Farnsworth, 1995). Ambos os agentes permitem
manter os animais num estado diabético estavel indefinidamente. Dada ainexisténcia de
producdo de insulina por parte destes animais, estes modelos reflectem mais
adequadamente uma situacéo de DM tipo |I. Outros modelos animais com DM tipo |
foram criados pelos |aboratdrios Wistar, desenvolvendo sintomas que mimetizam bem a
gravidade e a progressdo da doenca em humanos, os BioBreeding Rats (BB rat),
modificados geneticamente (Tannenbaum et al., 1981). Existem outros modelos
geneticamente modificados, como os ratos db/db e NOD (Non-Obese-Diabetic) usados
para 0 estudo da DM tipo Il (Stearns e Benzo, 1983).

O modelo usado neste estudo foi um modelo de intolerdncia a glicose
desenvolvido no biotério de Farmacologia da Universidade de Evora, através do
cruzamento consanguineo de ratos Wistar intolerantes a glicose, em geracOes
sucessivas. Ao longo deste trabalho este modelo sera designado de GIR (Glucose
Intolerant Rat). Sendo a intoleréncia a glicose considerada uma predisposi¢céo para o
desenvolvimento da diabetes tipo Il, 0 estudo deste modelo animal revela grande
interesse no que respeita a descoberta de biomarcadores que permitam diagnosticar a

DM numa fase mais precoce.

1.2 Saliva

Nos ultimos tempos, com desenvolvimentos na area da protedmica, o estudo da

saliva sofreu um forte incremento, tornando-se Util como fonte de biomarcadores de



diversas doengas sistémicas, tirando partido do acesso simples a este fluido, através de
métodos indolores e ndo invasivos (Scarano, 2010).

O fluido ora é constituido maioritariamente por agua, e por substancias
organicas e inorganicas, de entre os quais electrdlitos, glicoproteinas, enzimas
antimicrobianas, imunoglobulinas e numerosos outros constituintes importantes como a
glicose e a amilase, que desempenham papéis preponderantes no funcionamento da
cavidade oral (Arati et al., 2010; Scarano, 2010). Os e ectrélitos podem estar envolvidos
na formacdo de calculos e na proteccdo contra as caries, como o calcio e o fosfato, e
conferir um efeito tampéo, como é o caso do bicabornato, permitindo a manutencéo do
pH com valores entre 6 e 7 (Humphrey e Williamson, 2001). Estdo presentes ainda
outros €electrdlitos como o sodio e 0 potassio. No que diz respeito as substancias
organicas, estas compreendem uma vasta gama de proteinas (Fig. 3), na sua maioria
multifuncionais, sendo as mais preponderantes as mucinas e a amilase salivar (Edgar e
O’Mullane, 1996). Outras proteinas como imunoglobulinas, factores anti-bacterianos e
anti-fungicos, histatinas, cistatinas e estaterinas desempenham outras fungdes
importantes na saliva (Eckert et al., 1988). Existem ainda produtos azotados, como
ureia e amoénia, que também auxiliam na manutencdo do pH e na capacidade tampéo da
sdliva (Humphrey e Williamson, 2001). As mucinas salivares s8o mucopolissacarideos
cuja principal fungdo € lubrificar e proteger os tecidos da cavidade oral. Estas proteinas
conferem viscosidade a saliva, tendo a capacidade de aglutinar particulas alimentares e
microrganismos e também gjudam na manutencéo dos valores de pH da cavidade oral,
dado o seu elevado poder tampéo (Eckert et al., 1988).

A grande maioria das proteinas salivares é produzida pelas glandulas salivares
maiores e uma peguena parte pelas menores, no entanto existem também na saiva
proteinas provenientes do sangue, de tecidos da cavidade oral e microrganismos. A
composi¢ao proteica da saliva depende ainda de numerosos factores, designadamente,
sexo, idade, dieta, ritmo circadiano, entre outros (Caseiro, 2007).

Assim, a principal funcéo da saliva € proteger a membrana mucosa do ducto
alimentar e os dentes, desempenhando os papéis de lubrificagcdo (principalmente através
das suas propriedades de visco-elasticidade) tamponamento, mineralizacéo, limpeza e
actividade anti-microbiana. No entanto, para além da funcdo de protec¢cdo, a sadiva
participa ainda na percepcdo do paladar e nas primeiras fases da digestdo (Edgar, 1992;
Scarano, 2010).
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Figura 3 - Constituicdo da saliva mista em humanos (Scarano, 2010)

A amilase sdlivar (ou ptialina), enzima que hidrolisa o0 amido em maltose, €
responsavel pelo inicio da digestdo dos polissacarideos, da boca até ao estbmago, onde é
desactivada pelo &cido géstrico (Eckert et al., 1988; Moriel et al., 2010). Esta € a
enzima mais abundante na saliva e € segregada principal mente pelas glandulas parétidas
(cercade 80%) (Nater, 2009). Além dafuncdo digestiva, a amilase possui afinidade para
a hidroxiapatite, participando na formagdo da pelicula de esmalte e na colonizacdo
bacteriana (Vacca e Bowen, 2000). Esta enzima € ainda indicadora da actividade do
sistema nervoso simpético, uma vez que a sua secregao € regulada por este sistema.
Deste modo, a amilase constitui um excelente marcador de alteragbes corporais
relacionadas com o stress, estando a sua secrecdo aumentada nestas situacoes (Nater,
2009).

1.3 Glandulas salivar es

A sdiva € produzida pelas glandulas salivares, num volume de,
aproximadamente 750mL por dia (Chicharro, 1998). E apds a secrecdio do fluido
glandular para a cavidade ora que este se mistura com bactérias, células de
revestimento, secregdes nasais e dos bronquios e recebe o nome de saliva. As glandulas
salivares sdo glandulas exdcrinas classificadas em dois grupos, de acordo com o seu
tamanho e volume de fluido secretado: glandulas salivares menores e glandulas

salivares maiores (Gongalves e Bairos, 2007).



As glandulas salivares menores estéo distribuidas pela lingua, palato, mucosa
bucal e mucosalabial (Elliset al., 1991).

As glandulas sdivares maiores compreendem as glandulas parétidas,
submandibulares e sublinguais e sdo responsavels pela producédo de 90% da saliva total
(Perdersen et al., 2002). Estas glandulas segregam saliva como resposta a estimulos
nervosos desencadeados, nomeadamente, pela percepcdo dos alimentos através dos
sentidos. Estes estimulos sdo provenientes no sistema nervoso auténomo simpatico e
parassmpéatico. Ambos 0s ramos estimulam a secrecdo, ainda que a accdo
parassimpatica esteja principalmente associada a um aumento quantitativo da producéo
do fluido salivar sendo o ramo simpatico o principa responsavel pela sintese e secregdo
de proteinas (Emmelin, 1987). No entanto, esta divisdo entre producdo de fluido ou de
proteina ndo é estanque, havendo uma acgdo sinérgica entre os dois ramos do sistema
nervoso auténomo. Para além disso, a estimulagdo por parte do sistema nervoso
simpaético parece induzir mais a libertacdo de proteinas através do acinos das glandulas
parétida e submandibular, enquanto a estimulagdo parassimpética provoca a libertagéo
de proteinas da glandula sublingual e em menor quantidade da parétida (Quissell e
Tabak, 1989; Spearman e Butcher, 1989).

O parénquima glandular é constituido por unidades secretoras terminais, 0S
&cinos e um sistema de ductos, responsaveis pelo transporte das secrecBes. O ducto
secretor principal da glandula divide-se em ductos estriados, progressivamente mais
pequenos, que por sua vez se ramificam em pegquenos ductos intercalares que terminam
nos &cinos (Figura 4). Os &cinos podem ser constituidos por células serosas, mucosas ou
seromucosas e células mioepiteliais (Wang et al., 1994, Ellis et al., 2001). As cdlulas
serosas contém granulos secretores densos e sd0 especidizadas na  sintese,
armazenamento e secrecao proteica; a secrecdo das células mucosas possui um contetido
menos enzimatico e com maior teor em glicoproteinas (Leite, 2006). As células
mioepiteliais sdo células contracteis que estdo associadas as células secretoras dos
acinos e dos ductos pela sua superficie externa, auxiliando na libertagdo das secrectes
(Garrett et al., 1998). Um dos principais critérios para a identificacdo destas células em
glandulas salivares é a presenca de filamentos de actina e miosina, estruturas tipicas das

fibras musculares lisas.
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A glandula parétida é um 6rgo par localizado junto ao angulo da mandibula. E
aprincipal glandula salivar e a de maior dimensdo, produzindo cerca de 25% da saliva
total. Os &acinos nesta glandula sdo constituidos por células serosas piramidais,
especializadas na sintese e armazenamento de proteinas (Ellis, 1991; Wang, 1994).

A glandula sublingual € também um érgéo par, situado de ambos os lados da
linha média da lingua. Os &cinos sdo constituidos por células mucosas, que segregam
pouco conteldo enzimético e glicoproteinas com grandes cadeias de hidratos de
carbono, que caracterizam o muco (Wang, 1994; Goncalves e Bairos, 2007). Contém
ainda as chamadas meias luas serosas, que se encontram a volta de aguns &cinos
MUCOSOS.

A glandula submandibular, a semelhanca das anteriores, € também um orgéo par
de localizacdo simétrica na face interna de cada ramo horizontal da mandibula. Os
&cinos podem ser Serosos, MUCOSOS € Seromucosos, apresentando estes Ultimos um
componente celular mucoso e outro seroso (Gongalves e Bairos, 2007). Nos roedores, o
parénquima desta glandula possui um tipo particular de ductos, os ductos granulares,
gue representam um segmento ductal altamente desenvolvido e contornado. As células
destes ductos sdo caracterizadas por numerosos granulos serosos que Sintetizam e
segregam um grande nimero de polipéptidos biologiacamente activos, nomeadamente

factores de crescimento (Karabushi, 2009).



1.4. Saliva e diabetes

Os custos econdémicos associados a hiperglicémia sdo substancialmente
elevados. A deteccdo precoce pode prevenir ou atrasar o desenvolvimento de diabetes e
outras complicactes relacionadas com a doenca. Assim, a pesquisa de pré-diabetes nas
popul agbes pode ser economicamente mais viavel do que apos a doenca se estabel ecer
(Jaakko, 2001).

Nos ultimos anos, o estudo da saliva em diabéticos tem vindo a progredir.
Inicialmente, no estudo da saliva associada a diabetes comegou por se dar mais atencéo
ao volume total e a taxa de secrecdo, na medida em gue a xerostomia, ou sensacéo de
boca seca, € uma das queixas mais comuns por parte dos pacientes diabéticos (Moore et
al., 2001). A maior parte dos estudos realizados, quer utilizando modelo animal
(Watanabe et al., 2001; Fedirko et al., 2006), quer em humanos (Dodds et al., 2000;
Moore et al., 2001; Khovidhunkit et al., 2009) referem uma reducéo no volume de
saliva produzido. Com o avanco de técnicas como a protedmica e a utilizacdo da saliva
como meio de diagndstico de vérias patologias, o estudo da saliva de diabéticos passou
a ganhar importancia na procura de biomarcadores da doenca.

De entre os varios estudos em que a concentracdo proteica da saliva foi
comparada, alguns ndo observaram diferencas entre diabéticos e individuos saudaveis,
enquanto outros referem aumentos (Lopez et al., 2003). Existem estudos que indicam
gue a permeabilidade da membrana basal da glandula parétida é maior em diabéticos, o
que resulta num aumento da percolacéo de componentes como a glicose, a albumina e
outras proteinas provenientes do sangue, aumentando assim 0s seus niveis na saliva
(Medley, 2003). H& ainda estudos que referem concentragdes menores em individuos
diabéticos (Yavuzyilmaz, 1996; Arati, 2010). Um estudo redizado recentemente
(Cabras et al., 2010) mostra alteragbes na composi¢ao quantitativa proteica da saliva
entre criancas diabéticas (tipo |) e ndo diabéticas. Neste caso, para aém de ateracles a
nivel da quantidade de proteinas total, os autores observaram diferengas a nivel da
expressdo de tipos particulares de proteinas. Proteinas como estaterinas, PRPs e
histatinas foram encontradas em menor quantidade na saliva de diabéticos, sendo
referido que isso poderia comprometer a capacidade de cicatrizacdo da cavidade oral.

Tal como acontece no caso da concentracdo proteica da saliva, também para a

concentragdo e actividade enzimética da amilase salivar ha estudos com resultados
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opostos. Por exemplo, foi observada uma diminuicdo na producéo de amilase salivar em
ratos cuja diabetes foi induzida pela administracdo de estreptozotocina, Situagdo esta
que foi revertida pela administracéo de insulina (Kim, 1990). Por outro lado, aguns
estudos referiram aumentos na concentracdo e actividade da amilase salivar (Dodds e
Dodds, 1997; Aydin, 2007), enquanto outros ndo encontraram diferencas (Newrick et
al., 1991). Os niveis de amilase na saliva podem assim ser um importante alvo de
estudo, uma vez gue esta é a proteina secretada em maior quantidade pelas glandulas
parétidas (Nater, 2009). Deste modo, uma alteracdo na sua concentracdo salivar pode
ser indicadora de ateracfes no funcionamento dessas mesmas glandul as.

Para além dos estudos efectuados a amostras de saliva, também a nivel das
glandulas salivares h4 alguma informagdo na bibliografia. Ha estudos que mostram
alteracbes na histologia e morfologia das glandulas sdlivares parétidas e
submandibulares (revisto em Anderson, 1998). Apesar de serem referidas alteracbes em
ambas, muitos dos estudos apontam para ateracbes mais marcadas nas glandulas
submandibulares, o que € justificado pelo facto destas Ultimas contribuirem com amaior
percentagem para a saliva mista basal (Dodds et al., 2000). Uma das alteracdes mais
referidas, a nivel da histologia das glandulas salivares, é a acumulacdo de gordura nos
&cinos, particularmente nas parétidas. A causa desta acumulagdo ndo estd ainda bem
compreendida, tendo sido apontadas vérias explicacdes possiveis (revisto em Anderson,
1998), as quais estdo relacionadas, ou com alteracfes ao nivel do transporte de glucose
para o interior das células, e consequentes alteractes na forma de obtencéo de energia;
e/ou, com uma secrecdo de proteinas comprometida (caracteristica da diabetes), e
conseguente reducdo na necessidade de utilizacdo de lipidos para o “empacotamento”
de proteinas secretoras.

No entanto, todas estas alteracoes referidas na bibliografia foram encontradas
associadas as casos de DM, ndo se tendo encontrado estudos que confirmem a
existéncia das mesmas ateragdes em situagdes de pré-diabetes. O objectivo geral deste
trabalho é procurar a existéncia de alteragdes na funcdo salivar em ratos intolerantes a
glicose, N0 que respeita a concentracdo proteica total da saliva, morfologia e
morfometria das glandulas salivares maiores e expressao da amilase salivar na saliva e
glandulas sdivares. A utilizacdo de um modelo animal de pré-diabetes tem a vantagem
de permitir o estudo das ateragdes numa fase prévia ao desenvolvimento da patologia, 0
que podera ter interesse para uma melhor compreensdo desta e/ou para uma accéo

preventiva em fases precoces.
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2. M étodos

2.1 Animais

Seis fémeas provenientes da estirpe Wistar, seleccionadas ao longo de 7
geracoes pela suaintolerancia a glicose (GIR - Glucose Intolerant Rat) e seis fémeas da
estirpe Wistar, normoglicémicas (grupo controlo), com 3 meses de idade foram
utilizados neste estudo.

Os ratos foram mantidos com livre acesso a agua e alimentos (dieta standard
para ratos; SAFE tipo A04), num sistema com temperatura 23-24°C e humidade 60%
regulada, num ciclo claro/escuro de 12/12h. Estes procedimentos foram supervisionados
por um cientista treinado pela Federagdo de Laboratorios Europeus de Ciéncia Animal e
em conformidade com a lei portuguesa (Portarial005/92) a qual segue as
recomendacbes da Unido Europela no que diz respeito a regulamentacdo da

experimentacdo em animais de laboratério.

2.2 Teste detolerancia a administracado de glicose or al

De modo a confirmar a intolerancia a glicose por parte das fémeas constituintes
do grupo GIR, os animais foram submetidos a um teste com administracéo de glicose
oral. As fémeas foram deixadas em jgum (16 a 18 horas). Os niveis de glicose
circulante foram determinados, através de um glicometro (Accu-Chek Advantage,
Roche) e tiras teste (Accu-Chek, Roche), tendo o sangue sido recolhido da cauda. A
primeira medicdo foi feita em jegum. Imediatamente a seguir cada animal recebeu um
bolus de glicose (1,75g/Kg de peso vivo, solucéo de glicose a 25% em &gua) através de
sonda gastrica (de acordo com as regras de manipulacéo e bem estar animal em vigor).
Foram feitas novas determinacdes da glicemia aos 30, 60, 90 e 120 minutos, de modo a

tracar curvas de tolerancia.
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2.3 Recolha de saliva

A recolhade salivafoi feitaaambos os grupos, nos mesmos dias, sob as mesmas
condicgdes, entre as 11h e as 13h, tendo os animais acesso a agua e alimento nas horas
precedentes. A cada anima foi administrado 7mg/Kg peso vivo de pilocarpina
(pilocarpine hydrochloryde, Sigma, Ref? P6503) através de injeccdo subcuténea. A
pilocarpina € um farmaco agonista do sistema nervoso auténomo parassimpatico,
estimulando a secrecdo de fluidos; a saliva € assim produzida em maior quantidade,
mais fluida e diluida, o que facilita a sua recolha, sem que sgja alterado 0 seu conteido
proteico (Muenzer, 1979). A sdliva mista foi recolhida directamente da boca dos
animais por aspiragdo com uma micropipeta, e imediatamente transferida para
eppendorffs mantidos em gelo, de modo a minimizar a degradacéo proteica (Seymor et
al., 2010). A duracdo do efeito da pilocarpina era, em média, de 15 minutos, intervalo
durante o qual asalivafoi recolhida.

Apos as recolhas, as amostras foram centrifugadas a 10 000g durante 5 minutos,
a 4°C, com o objectivo de precipitar quaisquer vestigios solidos em suspensdo, como
restos de alimento, céulas ou outros. O sobrenadante resultante foi recolhido,

aliguotado e posteriormente congelado, sendo o precipitado desprezado.

2.4 Deter minacao da concentracgéo proteica das amostras
desaliva

Uma vez que ndo existe um método ideal para todos os tipos de proteinas, no
que diz respeito a determinacdo da concentragdo proteica, € necessario escolher aguele
gue melhor se adeque a amostra em estudo. Assim, e de modo a escolher o método mais
apropriado para a quantificagdo da concentracdo em proteinas salivares totais, foram
comparados dois métodos: método de Bradford e o método de Lowry.

A andlise pelo método de Bradford € um procedimento espectroscdpico usado
para medir a concentragdo de proteina numa solucdo. Esta andlise proteica €
colorimétrica, baseando-se na absorvancia do corante Coomassie Brilliant Blue G-250

sob condic¢des acidas, em que uma forma avermel hada do corante € convertida numa cor
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azulada, aquando da ligacéo as proteinas. A intensidade da cor azul desenvolvida é
proporcional a quantidade de proteina ligada.

O método de Lowry combina a reaccdo de i6es cobre com as ligagdes peptidicas
em meio alcalino, com oxidacdo dos residuos protei cos arométi cos e simultanea reducéo
do reagente de Folin-Ciocalteu. Assim, a concentragcdo proteica total na amostra €
deduzida pela concentracdo dos residuos arométi cos que reduzem o reagente de Folin.

Este é um método de elevada sensibilidade, sendo frequentemente utilizado na
determinacdo da concentracdo proteica de uma grande diversidade de amostras. No
entanto, tem como desvantagens requerer um longo tempo de andlise e possui ainda

absortividade especifica dtamente varidvel para diferentes proteinas.

2.4.1 Método de Bradford

O método foi realizado em microplacas de 96 poc¢os, seguindo as instru¢des do
fabricante. De modo resumido, a solugdo corante de Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-
250 (Bio-Rad; Ref? 500-0006) foi preparado com agua mili-Q, numa diluicdo de 1:4.
Para cada placa foi tragada uma curva padrdo, a partir de solugbes de BSA com
concentragdes de 50, 100, 200, 350 e 500 pg/mL.

As amostras foram descongeladas em gelo. Por se desconhecer a concentracéo
das amostras, em cada placa foram aplicadas 4 diluicdes de cada amostra (5x, 10x, 30x
e 60x), tendo as mesmas sido preparadas com agua mili-Q. Foram aplicados 10 pL de
cada diluicdo de cada uma das amostras, em triplicado na placa, bem como o mesmo
volume de cada uma das diferentes concentrages da solucdo de BSA, também em
triplicado. Posteriormente, pipetaram-se 200uL da solucéo de corante diluido para cada
poco da placa. Apds 10 minutos de incubagdo, a temperatura ambiente, a leitura das
absorvanciafoi feitano leitor de microplacas (Microplate reader Biotek ELX 800), num
comprimento de onda de 630nm. Apesar das recomendacdes do fabricante indicarem
leituras a 595 nm, na indisponibilidade de filtro para leitura a esse comprimento de
onda, a leitura foi feita a um comprimento de onda para o qua foi previamente
observado existir um pico de absorvancia no espectro. A sensibilidade do método nédo
foi afectada por esta alteracdo, obtendo-se arelacéo linear esperada entre a absorvancia

e a.concentracéo.
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Com os valores médios dos triplicados das absorvancias obtidas para as
diferentes dilui¢des da solugdo de BSA, tragou-se a curva de calibragdo, em funcdo da
concentragdo. A partir desta curva, por interpolacdo, e considerando os respectivos

factores de diluicéo utilizados, estimou-se a concentracdo protei ca de cada amostra.
2.4.2 Método de Lowry

As amostras, previamente descongeladas em gelo, e sempre mantidas no mesmo
durante 0 seu manuseamento, foram preparadas em NaOH em duplicados, para
diluicdes de 10x e 20x. Em tubos de ensaio, a 600uL de cada amostra adicionou-se 1ImL
de reagente de Lowry (sulfato de cobre:tartarato de sodio e potassio:carbonato de sodio,
na propor¢do 1:1:98), agitou-se e incubou-se a temperatura ambiente, sem agitacao,
durante 10 minutos. Seguidamente, adicionou-se a cada tubo 100uL de reagente de
Folin (Folin:&gua bi-destilada, na propor¢éo 1:1), agitou-se e incubou-se & temperatura
ambiente, durante 30 minutos. Por fim, procedeu-se a leitura da absorvancia das
amostras num espectrofotometro (Hitachi), a um comprimento de onda de 720nm. Para
tracar a curva padréo, foram preparadas 5 diluicbes de BSA em NaOH, com
concentragdes de 50, 75, 100, 150 e 200 pg/mL. A partir desta curva, por interpolagéo e
tendo em conta o factor de diluicdo, a quantidade de proteina de cada amostra foi
calculada

2.5 Separacdo das proteinas por electroforese SDS-
PAGE

A €ectroforese SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) € uma técnica relativamente simples e de alta sensibilidade, usada para
separar proteinas de acordo com o comprimento da cadeia polipeptidica ou do peso
molecular, 0 qual em presenca de SDS, e através da aplicagdo de um campo eléctrico,
determina a sua mobilidade el ectroforética

Para a corrida electroforética foi utilizado o sistema Mini-Protean 3 cell (Bio-
Rad). Prepararam-se géis SDS-PAGE com 12% poliacrilamida, de dimensdo de 8 cm
por 10 cm e 1 mm de espessura. A solucdo para preparar o gel de resolugdo consistiu em
5mL de TrisHCl 1,5M, pH 8.8, 200 pl de SDS 10% (m/v), 8mL de solucéo
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acrilamida/bis-acrilamida 30% (m/v), 6,8mL de &gua bidestilada, 150uL de APS e 10l
de TEMED. Esta solucéo foi aplicada nas cassetes, evitando a formacéo de bolhas de ar,
até cerca de 1 cm abaixo do limite superior do vidro, e sobre ela uma camada de &gua
bidestilada, de modo a prevenir o contacto com o ar e a permitir a polimerizacdo. Apos
a polimerizacdo foi aplicada, no topo do gel de resolucdo, a solucéo respeitante ao gel
de concentragdo [2mL de Tris-HCI 0,5, pH 6.8, 80pL de SDS 10% (m/v), 4,86mL de
agua bidestilada, 1,06 de acrilamida/bis-acrilamida 30% (m/v), 48uL de APS e 8,8uL
de TEMED)]. Sobre esta colocou-se o0 pente de 10 pogos de 1 mm. Apds polimerizacéo,
retiraram-se 0s pentes e procedeu-se a montagem do suporte de géis na tina, enchendo
ambos 0s reservatérios (superior e inferior) com tamp&o de corrida [0,025M Tris,
0,192M glicina, 1% (m/v) SDS], de modo a que ambas as extremidades dos géis
ficassem em contacto com o tamp&o.

Para preparacéo das amostras foram usados volumes correspondentes a 10 g de
proteina, de modo a aplicar a mesma quantidade em cada pogo. As amostras foram
misturadas com tamp&o de amostra (0,125M Tris-HCI pH 6.8, 1% SDS (m/v), 5% 2-
mercaptoetanol, 20% glicerol, quantidade vestigial de azul de bromofenol) e aguecidas
num banho seco, a 95°C, durante 5 minutos, para que ocorresse a desnaturacdo proteica.
Terminado este tempo, foram colocadas imediatamente em gelo, e procedeu-se a sua
aplicacdo nos pogos do gel. Em cada um dos géis foi aplicado um marcador de massas
moleculares (Dual Color; Bio-Rad, Ref? 161-0324), num dos pocos, hum volume de 5
ML.

A corrida electroforética ocorreu a uma voltagem constante de 140V, durante
aproximadamente 1h30min, até a frente de corrida atingir o final do gel. Terminada a
corrida electroforética, os géis foram retirados cuidadosamente das cassetes de vidro.

Os géis foram corados com CBB R-250 (0,1% CBB-R-250 em 50% (v/v)
metanol e 10% (v/v) &cido acético) e descorados numa solucdo de 20% (v/v) metanol e
10% (v/v) &cido acético.

As imagens foram obtidas através de digitalizacdo num scanner (HP ScanJet
3400C). A andlise das imagens foi feita com recurso ao software TotalLab Quant. Este
software permite a andlise do volume relativo das bandas, corrigindo peguenas
diferencas existentes entre as quantidades de proteina corridas em cada lane e
permitindo, assim, uma mais correcta comparagao intra- e inter-géis, minimizando erros

devido a alguma variabilidade inerente a técnica.
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2.6 Imunodeteccao de proteinas— Western Blotting

Esta técnica baseia-se na transferéncia de proteinas separadas em gel para uma
membrana de nitrocelulose ou PVDF (difluoreto de polivilideno) e a sua deteccéo
baseada na especificidade antigénio-anticorpo. Esta permite que a proteina avo segja
detectada por fluorescéncia, entre uma mistura complexa de proteinas.

Para a preparagdo e corrida dos géis de poliacrilamida, repetiu-se o
procedimento anteriormente descrito, aterando apenas a espessura para 0,75mm e a
quantidade de proteina aplicada em cada lane para 3 ug. Terminada a corrida, procedeu-
se a activacdo das membranas de PVDF, mergulhando-as em metanol durante 5
segundos, lavando em seguida em agua destilada, durante 5 minutos, e posteriormente
em tampdo de transferéncia, durante 10 minutos. De seguida, num tabuleiro com
tampdo de transferéncia, procedeu-se a montagem da sandwich nas cassetes, de acordo
com a ordem apresentada na Figura 5, evitando a formacéo de bolhas de ar, de modo a

gue o gel e amembrana ficassem totalmente em contacto.

Tabuleirn

Figura 5 - Representagdo esquematica do modo de execucdo da sandwich na cassete (adaptado
de Patnaik, 2004).

As cassetes foram colocadas na tina juntamente com a unidade de arrefecimento
e um agitador magnético, de modo a manter a temperatura e a distribuicdo iénica

constantes. Por fim, encheu-se a tina com tampéao de transferéncia, colocou-se em cima
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de uma placa de agitacéo e ligou-se a fonte de alimentacdo, programando uma voltagem
constante de 150V, durante 1 hora.

Terminada a corrida, as membranas foram coradas com corante Ponceau durante
10 minutos, de modo a visudizar as bandas e a confirmar a transferéncia para a
membrana. Seguidamente, as membranas foram colocadas em tamp&o de bloqueio [leite
em po dissolvido em TBS-T 5% (m/v)], durante duas horas, em agitacdo e
posteriormente incubadas em anticorpo anti-a-amilase (Sc-46657, Santa Cruz
Biotechnology), numa diluicdo de 1:200 em TBS-T, overnight a4°C, em agitacdo. Apos
incubagdo com o anticorpo primério, as membranas foram submetidas a trés lavagens,
de 15 minutos cada [leite em p6 dissolvido em TBS-T, 0,5% (m/v)], com agitacéo,
sendo em seguida incubadas em anticorpo secundério (anti-mouse, dilui¢do 1:10000)
durante duas horas, a temperatura ambiente, em agitacdo. Apos a incubacdo, procedeu-
se novamente as lavagens, tal como foram descritas anteriormente.

As membranas foram retiradas da solugdo de lavagem e 0 excesso de liquido
retirado com auxilio de papel de filtro. Numa placa de pléstico, colocou-se o substrato
(fosfatase alcalina) em pequenas gotas justapostas, numa area equivalente a area da
membrana. A membrana foi colocada invertida em contacto com o substrato, evitando a
formagdo de bolhas. Retirou-se alguns segundos depois, e removeu-se 0 excesso de
reagente com papel de filtro. Este procedimento realizou-se mantendo a sala escura. A
aquisicdo de imagem foi feita num transiluminador (Bio-Rad). A andlise das imagens

adquiridas foi feita com recurso ao software Quantity-one (Bio-Rad).

2.7 Analise histologica e morfométrica das glandulas

salivares

Os animais foram sacrificados por anestesia de éter seguida de puncéo cardiaca.
As glandulas salivares foram imediatamente recol hidas e fixadas em formaldeido neutro
a 10% e tamponado (pH=7,4), durante 24h. Posteriormente, o materia foi processado
por técnicas histologicas de roting, como a inclusdo em parafina, corte com 5um de
espessura em micrétomo rotativo e coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E) para
observacao da estrutura geral e avaliacéo histomorfométrica.

As secgbes das glandulas salivares foram observadas através de microscopia

foténica com um microscopio Nikon Eclipse 600 (Nikon, Kanagawa, Japan). Para cada
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animal, foram recolhidas dez fotomicrografias digitais, de areas escolhidas
aleatoriamente, de cada uma das glandulas salivares, com camara Nikon DN100 (Nikon,
Kanagawa, Japan), tendo as glandulas sido observadas e fotografadas com uma
ampliacdo de 100x. Para cada animal, as areas e 0s perimetros de, pelo menos 1500
acinos das glandulas pardtida, sublingual e submandibular, foram medidos através do
software SigmaScan Pro 5.0 (SPSS, Chicago, USA). Apenas as estruturas histoldgicas
cujos limites eram claramente definidos foram consideradas na medi ¢&o.

2.8 Imuno-histoquimica das glandulas salivar es

A imuno-histoquimica foi realizada utilizando os anticorpos primarios contra o-
amilase (Sc-46657, Santa Cruz Biotechnology) e actina/musculo liso (RB-9010,
Neomarkers) pelo método da Streptavidina-biotina-peroxidase (UltraVision Sistema de
Deteccdo de Kit, NeoMarkers, USA, ref2 TP-015-HD), de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Resumidamente: seccBes de 5 um de espessura, dos mesmos blocos da andlise
histolégica, foram estendidas em I[&minas de vidro de 75x25 mm, tratadas com
polilisina, desparafinizadas em xilol e re-hidratadas em graduacfes decrescentes de
alcool até agua destilada. O blogueio da peroxidase enddgena foi feito pela incubacéo
das |&minas em solugdo de perdxido de hidrogénio a 3% em metanol (1 parte de H,O, a
30%, para 9 partes de metanol absoluto), durante 15 minutos em temperatura ambiente,
sendo posteriormente lavadas em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS,
phosphate buffered saline; pH 7,4), trés vezes, por dois minutos. Antes da incubacéo
com o anticorpo primario contra o-amilase, os cortes foram pré-tratados para
recuperacao antigénica, em solucdo tampéo citrato (pH 6,0), a 98°C durante 20 minutos,
apos o que foram arrefecidos, durante 20 minutos, a temperatura ambiente e lavados em
PBS, trés vezes, por dois minutos. Os cortes, para serem utilizados com o anticorpo
anti-actina ndo sofreram qualquer pré-tratamento. Para a diminuicdo das ligagdes
inespecificas (background), os cortes foram tratados com a solucéo de blogueio durante
5 min a temperatura ambiente, apds o que foram incubados, em cdmara hiumida, com os
respectivos anticorpos primarios (anti a-amilase, na diluicdo de 1:500; anti-actina, na
diluicdo de 1:50), durante 60 minutos, a temperatura ambiente. Posteriormente, foram

lavados em PBS, trés vezes por dois minutos, e tratados com anticorpo secundario
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biotinilado por 15 minutos, em camara humida e temperatura ambiente. De seguida,
foram lavados em PBS, trés vezes por dois minutos, e tratados com o conjugado
Streptavidina-peroxidase por mais 15 minutos em cadmara humida e temperatura
ambiente, sendo lavados novamente em PBS, trés vezes por dois minutos, e submetidos
a revelacdo com o cromogenio castanho [DAB, Diaminobenzidina], por 5 minutos. Os
cortes foram lavados em égua destilada e contra-corados com hematoxilina de Mayer
por 1 minuto. Posteriormente, foram lavados em agua corrente por 1-2 minutos e
desidratados em graduagdes de dcool, clarificados em xilol e montados com Entellan
(Merck, n° 107961). Para a interpretacdo dos resultados foram incubadas seccbes
adjacentes como controlos negativos: (a) sem o anticorpo primario e (b) com soro
normal (concentragcdo semelhante a do anticorpo primario).

Relativamente a expressdo das proteinas as laminas foram também examinadas
em microscopio fotonico Nikon Eclipse 600 sendo as imagens obtidas através de
camara digital Nikon DN100. A intensidade da coloragdo e a localizagdo de
células/estruturas imunorreactivas foram avaliadas em, pelo menos, uma sec¢do de cada
gléndula por animal, por um observador que desconhecia 0 grupo a que pertenciam os
animais. A imunocoloracdo foi avaliada de forma qualitativa de acordo com a seguinte
escaa - (negativo); + (imunomarcagéo fraca); ++ (imunomarcagdo moderada); +++
(imunomarcagao forte).

2.9 Andlise estatistica dos dados

Todos os dados foram analisados para a normalidade (teste Kolmogorov-
Sminorff) e homocedasticidade (teste Levene). Os dados dos pesos e glicemia
apresentavam distribuicdo normal, tendo sido usada andlise de variancia (one-way
ANOVA) para avdiar as diferencas entre grupos, no gque diz respeito aos pesos e GLM
(general-linear model) ANOVA para avdiar as diferencas entre grupos e, dentro dos
diferentes grupos, ao longo das vérias recolhas. Os dados relativos as concentracbes em
proteina total das vérias amostras de saliva, bem como a percentagem de volume das
bandas dos géis corados com CBB-R250 e das membranas imunomarcadas para a
amilase sdlivar, apresentavam distribuicdo normal, tendo as diferengas entre os
diferentes grupos sido avaliada através de one-way ANOVA. No que diz respeito aos

dados relativos a andlise histomorfomeétrica das glandul as salivares (areas e perimetros),
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estes ndo apresentavam nem distribuicdo normal, nem homocedasticidade. Assim, a
andlise foi feita através de testes ndo paramétricos (Kruskal-Wallis). As diferencas entre
as médias foram consideradas significativas quando P<0,05. Toda a andlise estatistica

foi realizada com recurso ap software SPSS versdo 18.
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3. Resultados

3.1 Intolerancia a glicose

Neste estudo, animais referidos como intolerantes a glicose (GIR, com peso
médio de 197,33+4,23g) foram comparados com animais normoglicémicos (com peso
médio de 221,83+3,60). De modo a confirmar a condi¢do de pré-diabetes no grupo GIR,
os animais foram submetidos a avaliagéo dos niveis de glicose no sangue.

Em jgum, os valores de glicemia foram semelhantes para os animais de ambos
0s grupos (Tabela Il). Apbs a toma de glicose (1,759/Kg peso vivo, por animal)
observou-se que os animais do grupo GIR atingem vaores de glicemia
significativamente mais elevados comparativamente com os animais do grupo control o,
sendo que estas diferencas entre 0s grupos se continuam a verificar mesmo apés 2 horas
datomade glicose. Além desta diferenca, verifica-se ainda que a recuperacéo dos niveis
de glicemia para os valores de jejum é ainda significativamente mais lenta no caso do
grupo GIR comparativamente ao grupo controlo. Os animais deste Ultimo recuperam
para valores de glicemia de jegum ao fim de 60 minutos, enquanto que no grupo GIR

Isto acontece apenas ao fim de 120 minutos (Tabela |l e Figura6).

Tabela I1. Vaores de glicemia (mg/dL) dos animais dos grupos Controlo e GIR em jgjum
(tempo 0) e apds a administracdo de 1,75g de glicose/Kg de peso vivo (tempos 30, 60, 90 e 120

minutos) (média + erro padréo)

Tempo 0 30 60 90 120

Controlo 79,83+2,20*°*  955+1,84°"  8917+2,72°* 7817+1,89** 69,83+1,51°"

GIR 89,17+2,44%"  158,17+7,13*® 12833+4,63°® 111,33+1,58* 96,83+5,71%8

Letras minusculas iguais significam que ndo héa diferencas significativas entre os varios pontos
de recolha; letras mailsculas iguais significam que ndo existem diferencas significativas entre
os dois grupos experimentais. As diferencas foram consideradas como significativas para
P<0,05
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Figura 6 - Curvas médias de glicemia dos grupos GIR e Controlo.
Eixo xx: tempo em minutos; eixo yy: glicemiaem mg/dL

3.2 Concentracéo Proteica

Apdbs comparacdo dos métodos de Lowry e Bradford, para determinagdo da
concentragdo em proteina total das amostras de saliva, verificou-se que, apesar dos
valores obtidos serem diferentes entre os dois métodos, ambos se podem aplicar a este
tipo de amostras. Verificou-se que as amostras cujos valores de concentragdo obtidos
através de um dos métodos eram mais elevados, também apresentavam valores mais
elevados, quando determinados pelo outro método (Anexo |, Tabela V). A diferenca
entre os valores obtidos ja era de esperar, na medida em que os métodos se baseiam em
principios diferentes, como foi explicado na seccdo referente aos materiais e métodos.
Tendo em conta o que foi referido, as concentragOes proteicas das amostras de saliva
mista recol hidas ap0s estimulagdo com pilocarpina foram determinadas pelo método de
Bradford, dada a facilidade de execucdo do mesmo e o facto de representar uma
poupanca de amostra.

Os vaores do conteido em proteina total das amostras estdo representados na
tabela VI, no anexo |. Observou-se alguma variabilidade entre os diferentes individuos
para este parametro. N&o foram encontradas diferencas significativas na concentracéo
proteica total entre os grupos Controlo e GIR, cujos valores médios foram 813,49 +
153,33ug/mL e 1252,99 + 246,82ug/mL, respectivamente. Mais detahes acerca da
andlise estatistica destes dados encontram-se no anexo |, figura 17.
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3.3 Western Blot

Através de imunomarcacdo da membrana, reconheceu-se uma banda com uma
massa molecular aparente de 53,1 kDa como sendo a a-amilase salivar. Fazendo a
analise semi-quantitativa das respectivas bandas, com recurso ao software Quantity One
(Bio-Rad), ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos, para a

banda correspondente a a-amilase.

MW

Figura 7 - Imagem da membrana revelada por Western Blot com marcagdo para a Q-
amilase. MW: Marcador de peso molecular; C: Individuos normoglicémicos, G:
Individuos pré-diabéticos

3.4 SDS-PAGE

Os géis SDS-PAGE corados com CBB-R250 foram andisados através do
software TotalLab Quant (anexo 11). Também neste caso se observou que 0S grupos
controlo e GIR ndo apresentam diferencas significativas para a percentagem de volume
da banda de massa molecular aparente de 53,1 kDa correspondente a a-amilase (anexo
[1, tabela VII). No entanto, é de frisar que ha alguma variabilidade entre os individuos

(quer dentro do grupo controlo, quer dentro do grupo GIR).
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Figura 8 - Imagem do gel SDS Page corado com CBB R-250. MW: Marcador de
massas moleculares;, G: Animais pré-diabéticos, C: Animais normoglicémicos

3.5 Andlise histologica das glandulas salivar es

A andlise histomorfométrica das glandulas salivares maiores mostra a existéncia
de algumas diferencas entre os ratos controlo e os ratos do model o animal em estudo.
Nas trés glandulas estudadas, parétida, submandibular e sublingual,
observaram-se valores de area e perimetro acinares significativamente mais elevados
nos animais do grupo GIR, comparativamente ao grupo controlo (tabela I11; figuras 9,
10e11; anexo ll1)

Tabela 111: Histomorfometria dos écinos das glandulas salivares maiores para os dois

grupos de animais em estudo (pixéis, média+ erro padréo)

Par¢tida Submandibular Sublingual
Grupo _ _ _
Area Perimetro Area Perimetro Area Perimetro

3884,72 248,83 4450,99 266,31 11527,53 417,43

Controlo + + + + + +
20,282 0,672 22,162 0,662 94,902 1,782
4536,80 266,43 5148,98 282,89 12538,9 438,62

GIR + + + + + +
24,39 0,75° 27,04° 0,99 89,89 1,70

Letras iguais significam que ndo ha diferencas significativas entre os grupos para cada um dos
pardmetros (&rea e perimetro) em cada uma das glandulas; As diferencas foram consideradas
como significativas para P<0,05
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Assim, observou-se que 0s animais do grupo GIR apresentam, quer &cinos
Serosos, quer acinos mucosos, de maiores dimensdes, comparativamente aos animais do
grupo controlo. Além disso, pode constatar-se também a presenca de uma maior

acumulacdo de lipidos no interior dos acinos serosos das glandulas parétidas dos

animais pré-diabéticos, em detrimento dos animais normoglicémicos.

Figura 9. Glandulas parétidas. Controlo (esquerda) e GIR (direita). E visivel a
acumulacdo de lipidos nas glandulas parétidas dos animais do grupo GIR (setas),
havendo também um aumento da érea e perimetro acinares; a — &cinos, d — ductos
intralobulares (100X, H& E, barra- 100um).

Figura 10. Glandulas submandibulares. Controlo (esquerda) e GIR (direita), em que as
areas e perimetros acinares estdo aumentados nos animais GIR, comparativamente aos
animais do grupo controlo; a — &cinos; d — ductos estriados; dg — ductos granulares
(100X, H&E, barra- 100um).
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Figura 11. Glandulas sublinguais. Controlo (esquerda) e GIR (direita), em que as areas
e perimetros dos &cinos mucosos estdo aumentados nos animais GIR, comparativamente
aos animais do grupo controlo; a — acinos, d — ductos intraglandulares (100X, H&E,
barra - 100um).

3.6 Imunohistoquimica das glandulas salivar es

As glandulas salivares foram marcadas com anticorpos anti a-amilase e anti
actina, separadamente. A utilizacdo de um anticorpo para a actina do musculo liso teve
como principal objectivo identificar e comparar a expressdo de células mioepiteliais

entre os dois grupos em estudo, as quais participam no processo de secrecao de saliva.
Actina

No que diz respeito ao anticorpo actina, ndo se verificou marcagéo no interior
dos &cinos, em nenhuma das glandulas salivares analisadas. No entanto, observaram-se
células alongadas marcadas, a superficie dos acinos (Figura 12), as quais dizem respeito
a células mioepiteliais. Também a nivel dos ductos intralobulares se observa marcagéo,
desta vez no citoplasma das células (Figura 13). Quando comparadas as trés glandulas,
pode dizer-se que a marcagdo das células mioepiteliais, aumenta de intensidade na
seguinte ordem: glandula parétida, glandula submandibular e glandula sublingual .

Quando comparadas as glandulas entre os grupos Controlo e GIR, ndo se

verificaram quaisguer diferencas na quantidade ou distribuicéo de células mioepiteliais.
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Figura 12. Imunomarcacéo para a actina, evidenciada pela cor castanha, em seccdo de
de glandula sublingual. S&o visiveis células mioepiteliais em redor dos &cinos mucosos
(am, setas) [200X, Contracoloracdo com Hematoxilinade Meyer, barra— 50 pum].

Figura 13. Imunomarcacéo para a actina, evidenciada pela cor castanha, em seccdo de
glandula sublingual, com marcada expressdo no citoplasma das células dos ductos; am -
acino mucoso; d - ducto [400X, Contracoloracdo com Hematoxilina de Meyer, barra -
10 pm].

a-amilase

Nas marcacOes efectuadas para a a-amilase foi possivel encontrar diferencas,
tanto entre as diferentes glandulas como entre os grupos (Tabela 1V; Figuras 14, 15 e
16). Na glandula parétida foi notéria uma marcacdo bastante intensa no citoplasma dos
acinos (Tabela lV; Figura 14).
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Tabela V. Intensidade da marcacéo para a 0-amilase nas diferentes estruturas das
glandulas’

Intensidade
Glandula Estrutura
Controlo GIR
Acinos - -
Par étida _
Ductos intralobulares + ++
Acinos mucosos - -
Submandibular Ductos granulares + ++
Ductos estriados - +
Acinos mucosos - _
Sublingual Meias luas serosas ++ ++
Ductos intralobul ares + +

! sem marcaco (-); marcac8o muito reduzida (+); marcacdo reduzida (+); marcacdo moderada
(++); marcacdo intensa (+++)

Ja no que diz respeito aos &cinos seromucosos das glandulas submandibulares e
aos &cinos mucosos das glandulas sublinguais, ndo se observa marcagéo para a diluicéo
de anticorpo utilizada. Os ductos granulares das glandulas submandibulares
apresentaram-se com marcagdo mais intensa em relaco as restantes estruturas destas
glandulas (Tabela IV; Figura 15). A nivel das glandulas sublinguais, observou-se
marcagdo principalmente a nivel das meias-luas serosas (TabelalV; Figura 16).

Quando compardmos os grupos em estudo, observamos que o citoplasma dos
ductos estriados das glandulas parétidas apresentava uma marcagdo mais intensa no
grupo GIR, comparativamente ao grupo controlo (Tabela IV; Figura 14). Também a
nivel dos ductos granulares das glandulas submandibulares observou-se uma marcagéo
ligeiramente mais intensa no grupo GIR, comparativamente ao grupo controlo (Tabela
IV; Figura 15). Além destas, mais nenhuma estrutura em nenhuma das glandulas

apresentou diferencas entre 0s grupos.
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Figural4. Imunomarcacdo para a a-amilase, evidenciada pela cor castanha, em seccéo
de glandula parétida (controlo, a esquerda; GIR a direita). Pormenor de ducto
intralobular. d — ductos; a — &cinos serosos [400X, Contracoloragdo com Hematoxilina
de Meyer, barra— 10 um].

Figuralb. Imunomarcacdo para a a-amilase, evidenciada pela cor castanha, em seccéo
de glandula submandibular (controlo, a esquerda; GIR adireita). a — &cinos; d — ductos;
dg - ductos granulares [ 200X, Contracoloragcdo com Hematoxilina de Meyer, barra— 50
pmy.

s £ ¢ bl ot R, ! : 1: \ =
Figura 16: Imunomarcagdo para a o-amilase, evidenciada pela cor castanha, em sec¢éo
de glandula sublingual (controlo, a esquerda; GIR a direita). am — acinos mucosos;
meias luas serosas (setas) [400X, Contracoloragdo com Hematoxilina de Meyer, barra—
10 pm].
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4. Discussao

O objectivo do presente trabalho foi avaliar a existéncia de alteragdes na funcéo
salivar num estado prévio a0 desenvolvimento de Diabetes Méllitus, através da
utilizacdo de um modelo animal de intoleréncia a glicose. Ao longo dos Ultimos anos
este modelo anima tem vindo a ser desenvolvido, através de cruzamentos
consanguineos de animais da estirpe Wistar que apresentam, espontaneamente, curvas
de tolerancia a glicose ateradas. No presente estudo trabalhou-se com animais
pertencentes a 72 geracdo. Como forma de confirmar a presenca de intolerancia a
glicose, nos individuos pertencentes ao grupo GIR, foram determinados os valores de
glicemiados animais, em jejum e apos a toma de uma quantidade fixa de glicose.

Os resultados obtidos confirmam os ja obtidos para as geracdes anteriores. Os
animais de ambos os grupos apresentaram valores de glicemia em jgum dentro dos
intervalos considerados para a normoglicemia, confirmando que a patologia ndo esta
ainda instalada. Mesmo assim, os animais do grupo GIR apresentaram um vaor médio
de glicemia em jejum superior ao valor apresentado pelo grupo controlo. No entanto,
esta diferenca ndo foi significativa. Apesar disso, este valor pode indicar ja uma
tendéncia para uma glicemia em jgjum elevada, que podera ser significativa nas
proximas geracdes da estirpe. Os animais pertencentes ao grupo controlo responderam a
ingestéo de glicose através de um aumento nos niveis de glicemia, os quais ao fim de 60
minutos ja tinham retornado a valores semelhantes aos de jgjum, o que significa que
houve uma resposta & acgéo dainsulina, secretada em face aingestéo de glicose. Ao fim
de 30 minutos da administracéo do bolus, os animais do grupo GIR atingiram valores de
glicemia significativamente superiores ao grupo controlo. Estas diferencas entre os
grupos ainda se mantinham ao fim dos 120 minutos de duracdo do teste. Para os animais
do grupo GIR arecuperacdo dos niveis de glicose para valores semelhantes aos de jejum
SO se observou ao fim de 120 minutos. Estes resultados mostram que estes animais sdo
intolerantes a glicose, e que € provavel que apresentem ja alguma resisténcia a insulina
e vias metabdlicas da glicose ateradas (Weiss et al., 2003), o que faz com que a
glicemia atinja valores tdo elevados, e se restituam os valores normais muito mais
lentamente. Estes dados confirmam a situacdo de “preé-diabetes” dos animais usados
neste trabal ho.
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No que respeita a quantidade de proteina salivar total ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos. Os resultados referidos na bibliografia ndo séo
consensuais em relacdo as alteragdes induzidas pela diabetes neste parémetro. Ha varios
autores que referem concentragdes protei cas aumentadas, outros referem concentraces
diminuidas e outros ainda ndo encontraram ateracdes (Y avuzyilmaz, 1996; Lopez et al.,
2003; Arati, 2010). Uma possivel explicac8o para esta situag@o € a heterogeneidade de
modelos usados nos estudos. A diabetes tem sido estudada quer em humanos com
diabetes tipo | e tipo I, quer em modelos animais, sendo que destes alguns séo
geneticamente diabéticos, outros com diabetes tipo | induzida e outros com diabetes tipo
[1. Para dém disso, ha que ter em conta que 0S NOSsoOS animais Ndo apresentam ainda
hiperglicemias em jgum.

No presente trabalho, a a-amilase salivar foi objecto de estudo, na medida em
gue esta € uma proteina secretada em quantidades elevadas, tendo diversas funcdes e
sendo um como indicador da actividade das glandulas salivares, particularmente das
glandulas pardtidas, as quais sdo o seu principa loca de producdo. A a-amilase é um
enzima gue actua na digestdo, catalisando a hidrolise de ligagdes glicosidicas a - (1;4)
presentes no amido dos alimentos ingeridos. E sabido que individuos intolerantes &
glicose e individuos diabéticos, tém dificuldades em manter os niveis de glicemia mais
ou menos constantes. Desta forma, ha alguma necessidade por parte destes de uma
ingestédo menos espacada no tempo, de modo a manterem os niveis de glucose. Assim,
podemos especular que alteracbes na concentracdo de amilase salivar produzida
poderiam ter um papel importante em individuos diabéticos. Por exemplo, a sintese e
secrecdo de uma maior quantidade de amilase salivar poderia gjudar numa mais rapida
digestdo do amido, a nivel da cavidade oral, podendo este ser mais rapidamente
absorvido.

NoO que respeita a expressdo da amilase salivar, ndo se observaram diferencas
entre os grupos. Este facto verificou-se tanto através da andlise semi-quantitativa das
imagens obtidas pelaimunomarcacdo (Western Blot) para o anticorpo da amilase, como
por comparacdo da percentagem de volume das bandas coradas com CBB-R250
correspondentes a essa proteina. Como jafoi referido, os diversos estudos delineados no
sentido de procurar ateragdes proteicas na sadliva de diabéticos tém tido resultados
contraditorios: tal como para a concentragdo em proteina total, também no caso da
amilase alguns estudos apontam para que a sua expressao estgja aumentada (Dodds e

Dodds, 1997; Aydin, 2007), outros para que estegja diminuida (Anderson e Bevan, 1992;
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Lopez et al., 2003; Mahay et al., 2004) e outros ainda para que ndo haja diferencas
(Newrick et al., 1991). Mais uma vez, estas diferencas podem dever-se ao facto de, nos
diversos estudos, se trabalhar em condigdes diferentes, tanto no que respeita a0 modelo
animal como ao tipo de diabetes. Por outro lado, e continuando com a linha de
raciocinio de que uma maior producdo de amilase podera significar uma maior
existéncia de agUcares livres e absorviveis, a auséncia de diferengas nos animais
pertencentes ao grupo GIR poderia significar que estes animais ainda ndo apresentam
alteracdes que justifiquem uma necessidade aumentada de uma maior degradacéo do
amido. Para além disso, ha que ter em conta as limitacBes nas técnicas utilizadas. A
electroforese SDS-PAGE permite separar as proteinas unicamente de acordo com as
suas massas moleculares. Assim, a banda que foi observada como correspondendo a
amilase pode conter outras proteinas com massa molecular idéntica, que “mascarem” 0s
resultados. Uma forma de explorar melhor este assunto seria através da separacéo de
proteinas simultaneamente por massas moleculares e pontos isoel éctricos (el ectroforese
2D), o que permitiria observar as diferentes isoformas desta proteina, que se sabe
existirem (Hirtz et al., 2005).

A avaiacdo histomorfométrica das glandulas salivares permitiu observar que o
perimetro e a area dos écinos dos animais do grupo GIR sdo significativamente mais
elevados do que nos animais do grupo controlo. Esta hipertrofia acinar encontrada é
comum a outros estudos ja realizados, em que se associa a siadlose a doentes com
diabetes tipo Il (Scully et al., 2008). A sidose € caracterizada por um aumento de
volume principalmente da glandula parétida, embora também sgja comum acontecer em
todas as glandulas maiores (Negrato e Tarzia, 2010). No entanto, existem outros estudos
em que se obtiveram resultados opostos, nos quais, animais com diabetes apresentaram
uma reducdo no volume dos &cinos mucosos e serosos (Noorafshan, 2006). Mais uma
vez, a discrepancia destes resultados poderd ter ver com o facto de serem usados
diferentes model os de diabetes nos diversos estudos.

Tal como noutros estudos, o &cinos das glandulas parétida e submandibular
apresentam acumulacdes de goticulas de gordura, nos animais do grupo GIR (Mahay et
al., 2004). Esta acumulacéo tem sido explicada com base em duas possibilidades. em
primeiro lugar, pensa-se que se pode dever a um aumento dos lipidos dentro das células
acinares, como fonte aternativa de obtencdo de energia; outra hipGtese sera uma

endocitose ndo especifica, decorrente do aumento dos acidos gordos livres circulantes
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(Anderson e Garrett, 1986). Esta acumulacdo de gordura pode também ser responsavel
pela hipertrofia dos acinos.

A marcagdo das glandulas salivares com anticorpo anti actina foi feita com o
objectivo de analisar a presenca de células mioepiteliais nas diferentes glandulas e
comparar a sua expressao entre os diferentes grupos em estudo. Verificou-se a presenca
de um maior nimero de células mioepiteliais na glandula sublingual, menor na glandula
submandibular e menor ainda na glandula parétida. Resultados semelhantes haviam sido
jaobtidos por outros autores (Nilson e Donath, 1981).

NO que respeita a comparagcdo entre os grupos, ndo se verificaram diferencas
entre animais Controlo e GIR na expressdo de células mioepiteliais, o que pressupde
que a capacidade de libertac8o da saliva por parte das células secretoras ndo se encontre
comprometida neste modelo animal para a pré-diabetes. Nao encontramos informagéo
na bibliografia acerca da expressdo deste tipo de células em glandulas salivares de
individuos ja diabéticos, mas essa hipdtese ndo é de descartar, dado que amaior parte da
bibliografia refere alteragbes na funcéo salivar induzidas por esta patologia, e as células
mioepiteliais tém um papel importante na expulséo do fluido dos écinos das glandulas
(Garrett, 1987).

Quanto a imunomarcagdo para a 0-amilase, foi possivel verificar-se a expressao
desta enzima em diversas estruturas. Os écinos da glandula parétida foram as estruturas
mais intensamente marcadas, 0 que era de esperar, uma vez que esta glandula é
constituida por acinos serosos, responsaveis pela producdo da maior parte do conteido
em o-amilase da saliva total. As meias-luas serosas nas glandulas sublinguais também
apresentaram marcagdo, em contraste com o0s &cinos mucosos, embora ndo téo
acentuada como nos &acinos da parotida.

Quando comparados os grupos, verificou-se que os ductos intralobulares da
glandula parétida e os ductos granulares e estriados da glandula submandibular
apresentavam uma marcagdo mais intensa nos animais do grupo GIR em relagdo ao
controlo. Com base num estudo realizado por Hand et al. (1987), este aumento pode ser
explicado pela ocorréncia de endocitose da amilase secretada por parte das células dos
ductos em ratos diabéticos. Segundo este estudo, e devido a condicdo patoldgica,
proteinas “defeituosas” ou modificadas sdo sequestradas em vesiculas e lisossomas
pelas células dos ductos, de modo a remové-las do Iimen, antes que atinjam a cavidade
oral. Dai ser detectada uma quantidade superior de proteinas salivares, como € o0 caso da

o-amilase nas células dos ductos, mesmo ndo apresentando capacidade de secrecéo.
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Olhando em conjunto para os resultados obtidos pela andlise a saliva, para a
proteina o-amilase, e as observacBes da expressdo desta proteina nas glandulas
salivares, podemos sugerir que o modelo de pré-diabetes usado no presente estudo,
apesar de ndo apresentar alteracOes na expressdo sadlivar de amilase, apresenta ja
alteracOes a nivel das glandulas salivares. Desta forma, a funcdo salivar parece estar ja
comprometida numa fase prévia ao estabelecimento da diabetes. Assim, € possivel que
existam ja algumas diferencas na composi¢éo proteica da saliva, ainda que ndo aquelas

que foram objecto deste estudo.
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5. Conclusao

A Diabetes Mdllitus € uma doenca metabdlica que se tem desenvolvido por todo
o mundo a um ritmo muito acelerado, o que acarreta elevados custos humanos, sociais e
econdmicos. Assim, o estudo desta patologia e dos seus estagios mais precoces revela-
se de sumaimportancia na prevencgao e no atraso do seu desenvol vimento.

Neste estudo, realizado com base na comparacéo entre dois grupos de animais,
um grupo controlo constituido por ratos Wistar normoglicémicos, e um grupo GIR,
congtituido por ratos pré-diabéticos, ndo foram encontradas diferengas na concentracéo
proteica salivar total, nem na expressdo de amilase na saliva total, 0 que sugere que
algumas das alteracbes referidas na bibliografia como presentes em individuos
diabéticos possam ndo estar ainda presentes numa fase prévia ao estabelecimento da
patol ogia.

As glandulas salivares, sendo as principais produtoras das proteinas salivares
existentes na saliva, foram também alvo de estudo neste trabal ho.

A medicdo das areas e perimetros dos acinos das trés glandulas maiores
revelaram valores significativamente mais elevados para os animais do grupo GIR. Por
outro lado, nos animais pré-diabéticos também foi encontrada uma grande acumulagéo
de goticulas de lipidos no interior dos acinos, possive reflexo do uso de lipidos como
fonte de energia aternativa e/ou da endocitose de écidos gordos circulantes, o que
também contribui para 0 aumento do volume dos &cinos. Ambas as situagdes haviam
sido jareferidas por outros autores para individuos diabéticos, 0 que sugere a existéncia
de algumas alteracbes ainda antes do desenvolvimento de hiperglicemia cronica.

No que diz respeito a presenca de células mioepiteliais, observase que a
presenca destas células € superior nas glandulas sublinguais, seguindo-se as glandulas
submandibulares e, por fim, as parétidas, ndo havendo, no entanto, diferencas entre os
dois grupos experimentais. Isto significa que as possivels ateracfes existentes na
secrecdo salivar, ja numa fase de pré-diabetes, ndo parecem estar relacionadas com uma
diferente accdo de expulsio de saliva por parte destas células.

Apesar de n&o se observarem alteracOes na expressdo de a-amilase na saliva, ao
andliisar as glandulas sdlivares verificaram-se diferengcas entre o0s animais

normoglicémicos e pré-diabéticos. Nestes ultimos, parece haver uma maior expresséo
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desta proteina no citoplasma das células dos ductos das glandul as parétidas e nos ductos
granulares das glandulas submandibul ares.

Tendo em conta o total dos resultados obtidos, podemos afirmar que ha
alteracbes a nivel da funcdo salivar em individuos pré-diabéticos. A redizacdo de
estudos futuros que permitam compreender os motivos destas ateraces e de que forma
elas contribuem para as variagbes na composicao sdlivar referidas aguando do
estabelecimento da patologia, s8o0 necess&rios. Estas diversas questbes, acerca das
alteraces salivares que ocorrem nas fases prévias ao aparecimento da DM, deverdo ser
alvo de maior atencéo, de modo a que se possa estabelecer um perfil para pessoas com
predisposicéo ao estabelecimento da doenga e, assim, ser possivel a aplicagdo precoce

de diagndstico e tratamento.
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Tabela 5: Concentracéo proteicatotal obtida através dos métodos de Lowry e

Coomassie, para as mesmas amostras de saliva.

Concentracéo Proteica Total (ug/mL)

Amostra 1l Amostra 2 Amostra3 Amostra4
Lowry 3606,25 6600,00 6600,00 2657,81
Coomassie 1143,80 1921,15 2182,69 771,581

Tabela 6: Concentragdes proteicas totais dos animais dos grupos Controlo (C1,
C2,C3,C4,C5eC6) eGIR (G1, G2, G3, G4, G5 e Gb)

_ Concentracéo Proteica _ Concentragéo Proteica
Animal Animal
Total (ug/mL) Tota (ug/mL)
C1 834,67 Gl 1465,46
C2 1008,00 G2 2521,85
C3 1352,44 G3 6968,53
C4 468,88 G4 1878,44
C5 3153,09 G5 772,20
C6 1055,99 G6 1442,88
SUMARIO
Grupos Contagem  Soma Média Varidncia
Controlo 18 14642,76 813,4864 423180,7
GIR 37 46360,6 1252,989 1931427
ANOVA
Fonte de variag¢Go sQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 2339025 1 2339025 1,615739 0,209238 4,023017
Dentro de grupos 76725454 53 1447650
Total 79064479 54

Figural7: Andlise estatistica das concentragbes proteicas totais a todas as

amostras de salivarecolhidas aos grupos Controlo e GIR
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0,42 controk
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0, 30 controk
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0,435 controk
0, 36GIR

0,10 cortrok
008 GIR
004 GIR
0,13 controks
007 GIR
0,08 cortroks
0.5 GIR
0,25 controk

0, 20 controks
043GIE
0,25 controk
012GIR
0,11 controks
003 GIE

0.3 GIR
0, 26 controk
0.2 GIR
0,32 controke
0, 22GIR
0, 24 cortrok:
0,22 GIR
0,27 controks
0, 26GIR
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0. 23GIR
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10 0 50E1
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Tabela 7: Comparagédo das percentagens de volume das bandas de a-amilase entre 0s

grupos controlo e GIR, para os varios géis SDS PAGE analisados
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Kruskal-Wallis Test

Ranks
grupo N Mean Rank
perimetro 1 3684 314447
2 3431 4002.02
Total 7115
area 1 3684 3055.41
2 3431 4098 57
Total 7115
Test Statistics” ™"
perimetro area
Chi-square 309,642 455,547
df 1 1
Asymp. Sig. ,0o0o ,ooo

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: grupa

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

400.007

00.007]

o

perimatro

200.007

100.00 |

grupo

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

8,000.00

5,000.007

darea

4,000.007

2,000.007

0.00 |

Figura 18: Output da andlise estatistica referente ao perimetro e areada

glandula parétida em Controlo (1) e GIR (2).

grupo

M —




Kruskal-Wallis Test

Ranks

grupo_num N Mean Rank
perimetro 1.00 3375 267553
2,00 2610 3403,52

Total 5985
area 1.00 3375 2631.85
2,00 2610 3480,00

Total 5985

Test Statlstlcsa'b
perimetre arsa

Chl-square 261,267 338,105

df 1 1

Asymp. Sig. ,aco ,000

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Varigble:
grugo_num
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Figura 19: Output da andlise edtatistica referente ao perimetro e &rea da

glandula submandibular em Controlo (1) e GIR (2).



Kruskal-Wallis Test

Ranks
grupo N Mean Rank
periimetro 1 1355 1506 .42
2 1967 1768,33
Total 3322
area 1 1355 1518,84
2 1967 1761,84
Total 3322
Test Statistics” "~
periimetro area
Chi-square 59,826 52,780
df 1 1
Asymp. Sig. ,000 ,Co0

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: grupo
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Figura 20. Output da andlise estatistica referente ao perimetro e area da glandula
sublingual em Controlo (1) e GIR (2).






