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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a infiltracao linfocitica
no parénquima da glindula salivar parétida de ratos diabéticos
suplementados com acetil-l-carnitina (ALC). 20 ratos machos foram
distribuidos em quatro grupos, normoglicémico (C), diabético
(D), normoglicémico suplementado com ALC (CA) e diabético
suplementado com ALC (DA). Aos 105 dias de idade o diabetes foi
induzido pela administracio endovenosa de estreptozootocina (35mg/
Kg). No dia seguinte a inducao foi iniciada a suplementacao na dgua
com ALC (200 mg/Kg) para os grupos CA e DA. Cortes histologicos das
pardtidas foram corados com Hematoxilina e Eosina para a contagem
dos linfocitos presentes em 150 campos microscOpios por grupo e
os dados foram submetidos a andlise de varidncia e teste de Tukey
(p<0,05). Houve aumento significativo na densidade linfocitica média
nas parotidas dos animais dos grupos D e CA em relagio aos grupos
C e DA. A suplementagio com ALC foi capaz de reduzir a infiltracio
linfocitica para os animais diabéticos, possivelmente por prevenir
processos degenerativos do tecido glandular. Por outro lado, a maior
infiltracdo linfocitica na glandula dos animais normoglicémicos que
receberam ALC, poderia ser resultante do excesso de estocagem da
carnitina nos tecidos corporais, atingindo niveis de toxicidade para o
tecido glandular.

PALAVRAS-CHAVE: Carnitina; Diabetes Mellitus; Glandula Parétida;
Linfocitos.

LYMPHOCY TE INFILTRATION IN THE PARENCHYMA
OF THE PAROTID SALIVA GLAND IN DIABETIC RATES
SUPPLEMENTED WITH ACET YL-L-CARNITINE

ABSTRACT: Current analysis evaluates lymphatic infiltration in the
parenchyma of the parotid saliva gland of diabetic rats supplemented
with acetyl-l-carnitine (ALC). Twenty male rats were distributed into
four groups, namely, normoglycemic group (C), diabetic group (D),
normoglycemic supplemented with ALC group (CA) and diabetic
supplemented with ALC group (DA). At the age of 105 days diabetes
was induced by an endovenous administration of streptozootocin
(35mg/kg). The day after, supplementation in water with ALC (200
mg/kg) started for CA and DA groups. Histological cuts of parotids
were stained with hematoxylin and eosin to count lymphocytes in 150
microscope fields per group and data underwent analysis of variance
and Tukey s test (p<<0.05). There was a significant increase in mean
lymphatic density in parotids of the animals of groups D and CA when
compared with those of groups C and DA. ALC supplementation
induced lymphocyte infiltration for diabetic animals, perhaps by
forecasting degenerative processes of the glandular tissue. On the other
hand, the highest lymphatic infiltration in the gland of normoglycemic
animals which received ALC may have resulted from excess of carnitine
storage in the body tissues, reaching toxicity levels for the gland tissue.
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INTRODUCAO

Dados da literatura que versam sobre o
comportamento das glindulas salivares em humanos
e em animais com diabetes mellitus (DM), tém
demonstrado niveis distintos de alteracoes metabdlicas e
morfofuncionais que culminam em degeneracio celular
extensa com substituicio de células parenquimais por
tecido conjuntivo fibroso (ANDERSON; SULEIMAN;
GARRET, 1994), acimulo intracelular de lipideos
(COELHO et al., 2005), modificacio no contetdo e
sintese de proteinas, bem como, no metabolismo de
carboidratos (NICOLAU; SOUZA; NOGUEIRA, 2000),
hipossecrecao de enzimas digestivas (MAHAY et al., 2004)
e infiltracio de linfécitos (MARKOPOULOS; BELAZI,
1998). Estas alteracoes comprometem as fungoes dessas
glandulas, e consequentemente geram problemas orais
como xerostomia, candidiase (NEGRATO; TARZIA, 2010),
intumescimento das glindulas salivares (BEN-ARYEH
et al., 1996) e doenca periodontal (ALVES; MENEZES;
BRANDAO, 2012).

A ocorréncia da infiltracio linfocitica nas
glandulas salivares tem sido descrita no DM e em
varias outras condi¢Oes patologicas, tais como nas
desordens auto-imunes, nos linfomas malignos e nas
respostas imuno-regulatorias a neoplasias parenquimais
(DIGIUSEPPE; CORIO; WEATRA, 1996). Contudo, no
estado diabético, a infiltracdo de linfdcitos estd associada
a0 processo de degeneracio de células e/ou tecidos, tanto
que, em alguns casos, estes mecanismos inflamatorios tém
sido relacionados a génese da neuropatia diabética, pois
a ocorrencia de lesoes inflamatdrias, caracterizadas por
infiltracoes de linfocitos T e B, macrofagos e eosindfilos
foram visualizadas ao redor de vasos epineurais onde hd
degeneragio axonal de fibras mielinicas e amielinicas
(SILVA; TEIXEIRA, 1999).

Anormalidades no metabolismo dos 4cidos gra-
x0s, correlacionadas com o desenvolvimento de neuropa-
tias diabéticas podem estar relacionadas com alteracoes
nos niveis de carnitina (SIMA, 2007). O mecanismo pre-

ciso desta deficiéncia, observada em individuos e animais
diabéticos, nio estd definido. Porém, a diminui¢ao nos
niveis de carnitina pode conduzir defeitos no transpor-
te de dcidos graxos através da membrana mitocondrial
interna, com consequente prejuizo da -oxidacao (EVAN-
GELIOU et al., 2010).

A carnitina tem papel fundamental na geracao de
energia pela célula, agindo nas reagoes de transferéncia
de 4cidos graxos livres de cadeia longa do citosol para
as mitocondrias, facilitando a entrada destes dcidos gra-
x0s para a realizacio da oxidacio e geragio de ATP (STE-
PHENS et al., 2007). Possui também um papel depurador,
permitindo o transporte de fragmentos acilados prove-
nientes da b-oxidacdo para fora da mitocondria e um
papel regulador da relacio acil-CoA/CoA livre (GOBB;
SAMPAIO, 2001).

A L-carnitina tem recebido relevantes indicacoes
para o melhoramento do desempenho durante exercicio
fisico, de algumas desordens musculares, sindromes de
deficiéncia genética de L-carnitina, desordens renais e
hepiticas, hiperlipidemias (PROULX et al., 1997), cardio-
patias (MINGORANCE et al., 2011) e DM (POWER, et al.,
2007).

Apesar dos virios estudos referentes aos efeitos
benéficos da suplementacio com anidlogos da carniti-
na e seus ésteres sobre a conducio nervosa periférica
e outras complicacoes tipicas do DM, nenhum enfoque
acerca destes e/ou outros efeitos tem sido registrado na
literatura em relacio as glandulas salivares de animais nas
mesmas condicoes patologicas. Desta forma, a proposta
deste trabalho foi avaliar a infiltracio linfocitica no pa-
rénquima da glandula salivar pardtida de ratos diabéticos
suplementados com acetil-l-carnitina (ALC).

2 METODOLOGIA

Foi utilizada a par6tida de 20 ratos machos Wis-
tar, provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringd. Todos os procedimentos descritos
no presente trabalho estdo de acordo com os principios
éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimenta-
¢do Animal (COBEA), e foram previamente submetidos a
anilise pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal
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da referida Universidade. Precedendo a inducio do dia-
betes, os animais foram mantidos em jejum por 14 horas
e a estreptozootocina foi injetada via endovenosa, dissol-
vida em tampio citrato 10 (mM, pH 4,5) na dose de 35
mg/Kg de peso corporal. A inje¢io de estreptozootocina
resultou na sindrome diabética caracterizada por hiper-
glicemia, rdpida perda de peso e polidipsia.

Os ratos com 105 dias de idade foram distribui-
dos em quatro grupos (n = 5/grupo): diabéticos (D); dia-
béticos suplementados com ALC (DA); normoglicémicos
(C) e normoglicémicos suplementados com ALC (CA). Os
animais dos grupos C e D receberam dgua, enquanto os
dos grupos CA e DA receberam dgua acrescida de acetil-L-
carnitina (SPfarma - Sao Paulo - BR), na dosagem de 200
mg/Kg de peso corporal, diariamente, em vidro ambar.
Para tal, o consumo de dgua ingerida pelos animais foi
monitorado diariamente, € o peso corporal, quinzenal-
mente.

Durante o periodo experimental que teve dura-
¢do de 105 dias, os animais foram alojados em caixas in-
dividuais mantidas em ambiente com fotoperiodo (ciclo
de 12 horas claro/12 horas escuro) e temperatura (24 =
2°C) controlados. Agua e racio Nuvilab® para ratos foram
permitidas ad libitum.

Ap6s jejum de 14 horas ao final do periodo ex-
perimental, cada animal entio com 210 dias de idade foi
pesado e morto por dose letal do anestésico tiopental (40
mg/kg de peso corporal). Amostra de sangue foi coletada
por puncao cardiaca para dosagens dos niveis de glicose,
pelo método da glicose oxidase (BERGMEYER; BERNET,
1974), e de hemoglobina glicada (KOENIG et al, 1976).

Ap6s a extragdo das pardtidas, as mesmas foram
pesadas e lavadas em tampao fosfato salinado (PBS) 0,1M
pH 7,4 e fixadas em solucio de Bouin; desidratadas em
série de concentracoes crescentes de dlcool, diafanizadas

em xilol e incluidas em parafina para realizacio de cortes
histolégicos semi-seriados, com 6 um de espessura
corados com Hematoxilina e Eosina (H.E).

2.1 ANALISE QUANTITATIVA DOS LINFOCITOS

A densidade média linfocitica foi obtida através
da contagem dos linfocitos presentes em 150 campos
microscopios por grupo, com auxilio de microscopio
Olympus BX40, aumento de 1000X. A drea de cada
campo microscopico foi de 0,0278 mm?® Os resultados
foram expressos como nimero médio de linfocitos por
cm?de glandula salivar pardtida.

2.2 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos ao
teste de andlise de varidncia e teste de Tukey. O nivel de
significancia foi de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A sindrome diabética em ratos que receberam
injecio de estreptozootocina foi constatada através
da hiperglicemia e dos niveis de hemoglobina glicada
(p<0.05). No entanto, os ratos diabéticos suplementados
com ALC mostraram menor glicemia se comparados
com 0s ratos diabéticos. Porém, niao foram observadas
diferencas no nivel de hemoglobina glicada entre os
grupos de ratos diabéticos.

Além da hiperglicemia, os ratos dos grupos D e
DA apresentaram polidipsia e perda de massa corpérea
(p<0,05). A suplementagio com ALC reduziu a ingesta
de dgua no grupo DA (p<0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Massa corporea inicial (PCI) na idade de 105 dias, massa corporea final (PCF) na idade de 210 dias, consumo didrio
de dgua (CDA), glicemia (Gl) e hemoglobina glicada (HbG) dos animais dos grupos: diabético (D), diabético suplementado com
ALC (DA), normoglicémico (C) e normoglicémico suplementado com ALC (CA). Os resultados sio expressos como média =+ erro

padrio da média (n=>5 ratos por grupo).

Parametros/Grupos D DA C CA

MCl/g 363,6 & 3,5 356,2 4 8,6 362 £ 17,9 328,4 * 6,3
MCF/g 311,8 + 7,0 3438 + 16,1° 472 =239 452,6 = 13,1
CDA/ml 173,4 = 5,2¢ 156,6 * 4,9° 62,13 = 0,9° 51,1 = 1,1¢
Gl/ mg.dl! 362,4 = 15,1° 286 = 21,10 105,4 + 11,2¢ 99,8 £ 5,9
HbG/ % 6,8 +0,2° 6,7 + 0,3 3,9 + 0,2 39+0,2

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha sio diferentes (P<0,05) pelo teste de Tukey
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Observamos aumento significativo na densidade
média linfocitica nas glandulas parétidas dos animais dos
grupos D (373,2 = 65,33) e CA (363,06 = 63,65) quando
comparados com os grupos C (100 = 17,51) e DA (110
*+ 19,20) (p<0,05) (Figura 1).
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Figura 1. Densidade média de linfécitos infiltrados por cm?
de glandula parétida dos animais dos grupos diabético (D),
diabético suplementado com ALC (DA), normoglicémico (C) e
normoglicémico suplementado com ALC (CA). Os resultados sao
expressos como média *+ erro padrio da média (n=>5 ratos por
grupo). Teste de Tukey (p<< 0,05).

Na Figura 2, s3o apresentados os parénquimas da
glandula salivar pardtida de ratos dos grupos diabético,
diabético suplementado com ALC, controle e controle
suplementado com ALC.

da glandula salivar pardtida dos animais dos quatro grupos:
normoglicémico (a), normoglicémico suplementado com ALC (b),
diabético (c), diabético suplementado com ALC (d). Setas indicam
linfécitos. Coloragao em HE; aumento 400X.

O quadro caracteristico de diabetes foi observado
através do aumento do consumo didrio de dgua e glicemia,
além de menor massa corpdrea nos animais dos grupos D

e DA quando comparados 20s animais normoglicémicos
dos grupos C e CA.

A reducdo na glicemia de jejum em ratos
suplementados com ALC observada em nosso trabalho
¢ um indicativo da influéncia da carnitina sobre a
distribuicio da glicose plasmdtica. Este resultado é
reforcado por Galloway, Craig e Cleland (2011) que ao
estudarem individuos suplementados com carnitina
durante um teste de tolerincia a glicose, constataram
o efeito da carnitina semelhante ao da insulina, no
tocante a0 baixo pico inicial de concentra¢ao de glicose.
Em adigdo, De Gaetano et al., (1999) sugerem que a
carnitina pode exercer sua acdo sobre metabolismo da
glicose ao nivel do receptor da insulina, pelo aumento
do transporte transmembrana de glicose ou em nivel de
pos-receptores, ou seja, através da cascata de sinalizacio
da insulina. Molfino et al., (2010) atentaram para o
fato de que a carnitina poderia ser benéfica para o
metabolismo da glicose ao melhorar a regeneragao do
pancreas endocrino através da modulagio de fatores de
crescimento semelhante a insulina (IGF) e de proteinas
ligantes a IGF. Esta hipdtese foi baseada na observacio de
que em ratos com diabetes induzido por estreptozotocina,
a expressdo de RNA mensageiro de IGF-1 € reduzida no
figado, mas € restaurada pela carnitina.

Em contraste, a hemoglobina glicada foi
similar para ambos os grupos. Nas mesmas condicoes
experimentais utilizadas em nosso estudo, Miranda-Neto
et al., (2004) ao avaliarem os parametros fisiologicos
de ratos diabéticos suplementados com ALC, também
constataram a incapacidade daALC em provocar alteracoes
significantes na glicemia p6s prandial. Assim, baseando-
se nos resultados de hemoglobina glicada, podemos
considerar que o grau de diabetes foi semelhante para
os ratos diabéticos com e sem suplementacio com ALC.
Considerando este parimetro, é possivel investigar o
impacto da suplementacio com ALC sobre a glindula
salivar par6tida, na condicio de diabetes.

Os ratos do grupo DA perderam 8,3% de massa
corporea, enquanto o grupo D perdeu 14,7%, em
relacio ao grupo C. Estes dados estio coerentes com
os de Ferrannini et al., (1988) os quais sugerem que a
suplementacio com ALC ameniza a perda de massa
corpérea por possivelmente melhorar o nivel de carnitina
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essencial para oxidagio e sintese lipidica. Portanto, a
diminuicio da mobilizagio da gordura de reserva estd
associada a melhora na sintese lipidica, acarretando em
menor perda de massa corpdrea.

O estudo dos niveis de carnitina em individuos
com DM tipo II sem nenhum tipo de complicacio e em
individuos com algum tipo de complicacio (retinopatia,
hiperlipidemia e neuropatia) demonstrou que os
individuos diabéticos com complicagdes apresentam
niveis reduzidos de carnitina quando comparados
aqueles individuos diabéticos sem complicacio. Este
aspecto ¢ um indicio de que a deficiéncia de carnitina
exerce um papel importante nas complicacoes do DM
(MAMOULAKIS et al., 2004). Embora o mecanismo
preciso desta anormalidade metabodlica ainda permaneca
obscuro, sabe-se que a administracgio de andlogos de
carnitina como a ALC, tem mostrado eficicia na prevencio
das disfuncoes dos nervos periféricos e nas alteracoes
bioquimicas e histopatoldgicas (MALONE et al., 1996).

No presente estudo, a infiltragao de linfocitos na
glandula salivar par6tida de animais suplementados ou
nao com ALC foi analisada, e os resultados referentes aos
aspectos quantitativos podem ser observados na figura 1.
Os animais dos grupos D e CA exibiram maior densidade
média linfocitica quando comparados aos animais dos
grupos DA e C.

Markopoulos e Belazi (1998), através das analises
histopatoldgica e observaram
infiltracio de linfécitos em glindulas salivares labiais

imunohistoquimica,

de criancas com diabetes tipo I. De modo semelhante,
em nosso trabalho, a infiltracio de linfocitos também
foi notada na glindula salivar pardtida dos animais
diabéticos, confirmando os dados de literatura, onde
sao descritos a ocorréncia da infiltracio destes tipos
celulares nas glandulas salivares durante o processo de
envelhecimento (VERED et al., 2001) bem como, em
varias condicoes patoldgicas como o DM (DIGIUSEPPE;
CORIO; WESTRA, 1996).

Resultados similares também foram obtidos
por Kurashima e Hirokawa (1986), a0 examinarem a
prevaléncia da infiltracdo linfocitica focal na glandula
salivar submandibular de humanos saudiveis. Foi
constatado significante aumento da sua prevaléncia
em idosos. A comparacio dos estudos de Kurashima e

Hirokawa (1986) e Markopoulos e Belazi (1998) mostra
que a infiltracdo de linf6citos T citotoxicos estd associada
a destruicio tecidual das glandulas salivares. Outro
fator que contribui para esta condi¢io histopatoldgica
¢ a aceleracio do envelhecimento que é uma condicio
caracteristica do diabetes (ROMANO; MIRANDA-NETO;
CARDOSO, 1996), sendo a mesma relacionada ao
aumento da producio de 6xido nitrico (NO) e outros
radicais livres que medeiam a degeneracio celular neste
estado patologico (VINCENT et al., 2004).

A suplementacio com ALC para os animais
diabéticos foi capaz de reduzir a infiltracdo linfocitica em
niveis equiparados aos dos animais normoglicémicos,
possivelmente por prevenir processos degenerativos do
tecido glandular oriundos do estresse oxidativo, o qual é
intensificado pela condi¢io hiperglicémica. Dobrzyriska
et al. (2010) relataram efeito protetor da carnitina sobre
fosfolipideos e proteinas das membranas celulares
de hepatdcitos prevenindo modificacoes oxidativas,
constatadas em animais com intoxicacdo causada pelo
etanol. Atentando para estes resultados, é possivel
associar alguns dos aspectos benéficos da suplementagio
com ALC 2 sua acio no combate ao estresse oxidativo;
sobretudo, na varredura de radicais livres e quelagio do
ferro (REZNICK et al., 1992) bem como, pela reducio
das alteracoes na atividade da via do poliol e nos niveis
de mediadores inflamatdrios (DAVISON et al., 2002)
que culminam em complicacoes cronico-degenerativas
(SILVA; TEIXEIRA, 1999).

Os dados referentes a infiltracio de linfécitos
observada na glindula par6tida dos animais
normoglicémicos suplementados com ALC permitem-
nos inferir que as concentragoes elevadas de carnitina
obtidas tanto pela biossintese como pela ingestio
durante o periodo experimental, poderiam atingir
niveis toxicos ao tecido glandular; ji que a estocagem
de carnitina é dose-dependente, ou seja, quanto maior
for o conteudo de carnitina proveniente da dieta, maior
serd o seu conteddo nos tecidos (LEIBOVITZ; MUELLER,
1993). Embora as pesquisas raramente apontem relatos
de possiveis efeitos colaterais através da administracio
de ALC em doses elevadas, alguns autores destacaram
episodios de diarréia (CONKLING, 2000) nduseas e
vomitos (TAMAMOGULLARI et al., 1999).
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Estudo realizado por Alves et al. (2000),
para avaliar o efeito da suplementacio com acetil-L-
carnitina sobre os neur6nios mioentéricos NADPH-
diaforase positivos do ileo de ratos com DM induzido
por estreptozootocina, mostrou que nos animais
normoglicémicos suplementados com ALC, houve
fragilizacao da parede do ileo durante a microdissecacio
dos preparados de membrana, sugerindo possivel efeito
colateral da carnitina.

Embora o0 uso da carnitina seja amplamente
difundido em diversas disfuncoes, sio necessirios mais
estudos a fim de se determinar doses mais precisas para
evitar os possiveis efeitos prejudiciais que podem ser
constatados com sua administracio (ALVES et al., 2004).

4 CONSIDERAGOES FINAIS

O conjunto desses dados sugere que em
condicdo de diabetes, a suplementacio com ALC
minimizou o nivel de glicemia e o consumo de dgua, a
perda de massa corpérea e a infiltracio linfocitica no
parénquima da glandula salivar parétida para niveis
similares aos dos animais normoglicémicos. Por outro
lado, a maior infiltracdo linfocitica na glindula dos
animais normoglicémicos que receberam ALC poderia
ser resultante de um efeito colateral decorrente do
excesso de estocagem da carnitina nos tecidos corporais,
atingindo niveis de toxicidade para o tecido glandular.
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