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Resumo

O diabetes mellitus tipo I (DM1) pertence a um grupo de doengas autoimunes que
afetam cerca de 10% da populacdo mundial de paises desenvolvidos. Resulta da destrui¢ao
das células B pancredticas em resposta a uma desordem da imunorregulacdo, onde a agdo de
citocinas pro-inflamatorias sobrepujam as ag¢des de citocinas anti-inflamatérias. O aminoéacido
glutamina esta diretamente ligado a resposta inflamatoria na célula B, uma vez que ¢ precursor
direto na sintese de glutationa (GSH) sendo, portanto, responsavel pela manuten¢do do estado
redox intracelular e, conseqiientemente, pela regulacdo da produgdo de citocinas, apoptose e
sobrevivéncia celular. Assim, neste trabalho foi proposto avaliar a potencialidade do
aminoacido glutamina na protecdo das células B em modelo experimental de diabetes
mellitus, induzido por estreptozotocina. Foram utilizados 45 ratos Wistar, onde 30 receberam
injecdo IP de estreptozotocina, dos quais 14 foram suplementados com dose tunica de L-
glutamina, por gavagem. A glicemia e peso foram avaliados 24 horas ap6s o tratamento. As
ilhotas pancredticas foram preparadas para analise histoldogica por meio dos métodos de
coloragdao de Azan Gomori (Azan G.) ¢ Eosina-Hematoxilina (HE). Os resultados mostram
que os animais tratados com estreptozotocina apresentam vacuolizacdo e degranulacao das
ilhotas pancredticas, quadro hiperglicémico e perda de peso, apoés 24 horas apos os
tratamentos, ndo havendo diferenca significativa nos parametros avaliados nos animais
suplementados com L-glutamina neste periodo.
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Introdugao

O diabetes mellitus tipo I (DM1) resulta da destruicdo das células  secretoras de
insulina, das ilhotas de Langerhans do pancreas, por um processo mediado pelo sistema
imune. Esta resposta imune adversa ¢ induzida e promovida pela interagdo de fatores
genéticos e ambientais (SOLIMENA and De CAMILE, 1996), pertencendo a um grupo de
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doencas autoimunes que afetam cerca de 10% da populacdo mundial de paises desenvolvidos
(ZIMMET et al., 2001). A doenga caracteriza-se por hiperglicemia resultante de defeitos na
secrecdo de insulina, na a¢cdo da insulina ou ambos e produz sintomas que incluem politria,
polidipsia, perda de peso e concentracao plasmatica de glicose >200mg/dl (DEJKHAMRON
et al., 2007).

Acredita-se que a resposta auto-imune contra as células § das ilhotas possa resultar de
uma desordem da imunorregulacdo. De acordo com este conceito, as células T auxiliares
(linfocitos T1) e suas citocinas produzidas (tipo 1) (interleucina 2, Interferon Gama, Fator de
Necrose Tumoral-at), sobrepujam as agdes imunorregulatorias supressoras dos linfécitos Th2
e suas citocinas (tipo 2): IL-4 e IL-10. A producdo destas citocinas, envolvidas na resposta
imune, pode ser modulada por varios fatores como exercicio fisico, hormdnios de estresse,
baixo nivel energético e estresse oxidativo (CANNON, 2000; PARISH et al., 2009).

Virus e certas substancias toxicas as células B também podem iniciar uma inflamacao
auto-imune progressiva nas ilhotas pancreaticas (insulite) (PIMENTA et al., 1997). A
inflamacao contribui para a inducao e amplificagdo da reacdo imunoldgica contra as células
e, em estdgios mais avancados, para a estabilizagdo e manutencdo da insulite, levando a
destrui¢do celular e consequente vacuolizagdo da ilhota pancreatica (MEDZHITOV, 2008).

As células B pancreéticas, comparadas a outros tipos celulares, apresentam alto risco
para a ocorréncia de dano oxidativo, com aumento da suscetibilidade para morte celular
programada (apoptose). Este maior risco pode ser devido a produgdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio e defesas antioxidantes deficientes (NEWSHOLME et al., 2007), como a
reduzida atividade da enzima glutationa peroxidase (MALLAISE et al., 1982).

A glutamina ¢ o aminoacido mais abundante no plasma e nos tecidos e estad presente
em muitas proteinas. Seu maior sitio produtor ¢ o musculo esquelético, contudo, a produgdo
muscular desse aminodcido ndo necessariamente supre todas as necessidades do organismo, e
em inumeras condigdes patoldgicas tais como cancer e infec¢des, a concentragdo plasmatica
de glutamina encontra-se reduzida (CURI et al., 2000b). Este aminoacido apresenta fungio
essencial na promog¢ao e manutencao do funcionamento de varios 6rgados e células, incluindo
as células P pancreaticas (CURI et al., 2000a).

A suplementagdao com glutamina pode oferecer prote¢ao contra o estresse e dano
celular. Células de ilhotas, isoladas e cultivadas com glutamina durante um periodo de 24
horas, apresentaram aumento da expressdo de HSP70 e do conteudo de glutationa (GSH), o
qual se correlaciona com a atenuacdo da injiria celular induzida por citocinas pro-
inflamatorias (NEWSHOLME et al., 2011). O efeito terapéutico deste nutriente também foi
investigado em ratos Sprague-Dawley com colite experimental, os quais receberam glutamina
na dose oral diaria de 0,75g/kg de peso, durante 7 dias. Os resultados deste estudo
demonstram um potencial terapéutico da glutamina na atenuacdo de sintomas do processo
inflamatorio e indicam o envolvimento de proteinas de choque térmico na acao protetora deste
aminoacido, considerando ter havido aumento na expressao de HSP25 e HSP70, de maneira
dose-dependente, ap6s o tratamento com glutamina (XUE et al., 2011).

Em situagdo normal, a glutamina é fonte de arginina por meio da conversdo inter-
tecidual através dos rins, chegando as células 3 pancreaticas onde ¢ fonte de 6xido nitrico
(NO) (CURI et al., 2000a). Numa situa¢do onde possa vir a ocorrer déficit na produgdo de
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glutamina muscular (ou ingestdo diminuida pela dieta) e que coincida com uma resposta
imunoinflamatodria direcionada a célula 3, o metabolismo da glutamina é todo direcionado
para a geragdo de arginina em detrimento da sintese de glutationa (GSH), principal elemento
redox-protetor das células B deixando as células [ pancredticas em situacdo de maior
fragilidade ao dano oxidativo (KRAUSE & HOMEM DE BITTENCOURT, 2008).

Tendo em vista a grande incidéncia do Diabetes Mellitus e a importancia da glutamina
enquanto um aminodcido essencial na promo¢do e manutencao do funcionamento de varios
orgdos e células, incluindo as células [ pancredticas, se avaliou, neste trabalho, a
potencialidade terapéutica do aminoacido glutamina na prote¢ao das células B pancredticas,
em modelo experimental de diabetes mellitus induzido por estreptozotocina.

Metodologia

Animais: foram utilizados 45 ratos Wistar (Rattus norvegicus; variedade albinus),
machos, com idade entre 10 e 12 semanas, obtidos junto ao Biotério da UNDJUIL Os animais
foram mantidos em gaiolas de polipropileno sob um ciclo claro/escuro de 12/12 h e
temperatura ambiente de 2242°C, recebendo, ad libitum, dgua e dieta 22% de proteinas para
ratos de laboratdrio (Nuvilab CR-1).

Materiais: PBS- Phosphate-buffered salin (NaCl 136,8 mM, KCI1 2,7 mM, KH>POy4
0,9 mM e NapHPO4 6,4 mM em &gua destilada, pH 7,4); L-glutamina — Sigma-Aldrich;
Estreptozotocina- Sigma-Aldrich; Tampao Citrato 10mM (0,19 g 4cido citrico monoidratado e
0,29¢ de citrato de diidratado, dissolvidos em 4agua deionizada); Heparina sodica-
HEPAMAX-S Laboratorio Blatsiegel, 5.000 U.I/ml; Fluoreto de Sodio 4% (Laboratorio
Synth);

Modelo experimental de diabetes: o diabetes mellitus foi induzido por
estreptozotocina, injetada via intraperitoneal (IP), em dose tnica de 100 mg/kg, preparada em
Tampao Citrato de Sédio 10 mM pH 4,2, com volume médio injetado de 50 nL/100g peso.
Ap6s a inducdo do diabetes os animais receberam solugdo glicosada a 30%. A estreptozocina
¢ um agente quimico com potencial alquilante, cujo efeito produz inibicdo da secrecdo de
insulina, causando diabetes mellitus tipo 1. O efeito diabetogénico deste agente quimico pode
também ser devido a geragdo de espécies reativas de oxigénio intracelular (LENZEN, 2008).
Os animais controle (ndo diabéticos) receberam inje¢do intraperitoneal de Tampao Citrato,
com volume médio injetado de 50 uL./100g peso.

Grupos experimentais: os 45 animais foram divididos em quatro grupos experimentais
como segue: grupo controle (PBS), n=8; grupo suplementado com glutamina (GLN) n=7;
grupo diabético (STZ) n=16; grupo diabético suplementado com glutamina (STZ+GLN)
n=14.

Tratamentos: os animais dos grupos (GLN) e (STZ+GLN) foram suplementados com
dose unica de 1g/kg de peso corporeo (500uL de uma solucao a 200mg/mL para cada 100g de
peso corporeo do rato) do aminoacido L-glutamina, por via oral (gavagem), administrada
imediatamente apds a da inducdo do diabetes. O aminoacido foi dissolvido em PBS. Os
animais dos grupos (PBS) e (STZ) receberem PBS por via oral (500uL de uma solugdo para
cada 100g de peso corporeo do rato).
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Dosagem da concentracéo plasmatica de glicose: ap6s o periodo experimental de 24
horas e 12 horas de jejum, foi determinada a glicemia com glicosimetro Optium Xceed da
Abbott, em puncao da parte distal da cauda dos ratos.

Coleta de material: apos afericdo da glicemia os animais foram mortos por
decapitacao em guilhotina para roedores, sem anestesia, para coleta de sangue e do pancreas.

Andlise histoldgica: o pancreas coletado foi imediatamente imerso em fixador
Methacarn - Methanol Carnoy (60% metanol absoluto, 30% cloroférmio, 10% acido acético
glacial) e mantido por um periodo de 4 horas; o material resultante foi submetido a inclusao
em parafina e cortado em micrétomo rotativo semi-eletronico Leica RM2145 em cortes semi-
seriados de 6pum. As laminas foram coradas segundo método Eosina-Hematoxilina (HE), que
apresenta padrdes de coloracdo caracterizados nos constituintes basodfilos e acidofilos do
citoplasma (azul em nucleos e regides acidofilas, rosa nas regides basofilas e fibras
coldgenas), e pelo método de Azan-Gomori Mallory-Heidenhain (Azan G.) modificado
(BRUXEL et al., 2010 dados ainda ndo publicados) que faz coloragdo diferencial de células
alfa (o) que aparecem em azul e beta () que coram-se em rosa nas ilhotas de Langerhans do
pancreas.

Andlise estatistica: o tratamento estatistico foi desenvolvido com ANOVA de uma via
seguido pelo teste de Student Newman Keuls, no programa estatistico GraphPad Instat
DTCQG, para a variavel Glicemia, e Test-T pareado para a varidvel Peso. Os resultados sdo
expressos como média * erro padrao da média. As diferencas sdo consideradas significativas
para um nivel de significancia de, pelo menos, 5%.

Resultados e Discussdo

A glicemia dos animais controle (PBS) condiz com os valores estabelecidos para esta
espécie (SANTOS et al., 2010; DANTAS et al., 2006; COBEA, 2004). A suplementa¢do com
glutamina nao interferiu neste pardmetro bioquimico em ratos sob condigdes normais, nao
diabéticos (Figura 2). Embora este aminoacido apresente expressivas agdes no metabolismo e
protecdo celular, estas ndo implicam em alteragdes nos niveis de glicose no sangue (ALBINO
JUNIOR et al., 2004).

Os efeitos gerados pela estreptozotocina nas células pancredticas caracterizam um
quadro de injuria tecidual no pancreas dos animais diabéticos (Figura 1C, 1D, 1G e 1H) com
diminui¢do das células beta e distor¢do da citoarquitetura das ilhotas, levando a uma
distribuicdo irregular de outras células pancreaticas num processo degranulatorio (Figura 2H),
formando vacuolizag¢des nas ilhotas devido a intensa lise celular (MD SHAHIDUL ISLAM,
2010), o que difere das ilhotas pancreaticas de animais nao diabéticos controle (Figura 1A e
1E) e suplementados com glutamina (Figura 1B e IF).
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Flgura 1 Fotomlcrograﬁa de ilhotas pancreatlcas de ratos ndo d1abetlcos PBS (A, E), ndo d1abetlcos tratados -
GLN (B, F), diabéticos ndo tratados — STZ (C, G) e diabéticos tratados - STS+GLN (D, H). Observe disposicdo
das células B de forma uniforme nos grupos controle - PBS e GLN. Os danos causados pela destruigdo das
células B: degranulagdo (D) e vacuolizagdo (V) nas ilhotas pancreaticas aparecem tanto em diabéticos ndo
tratados como em diabéticos tratados GLN. A destrui¢do das ilhotas atinge >50% da massa de células f.
Aumento +400X, coloragdo em Azan G. (A, B, Ce D) e HE (E, F, G e H).

A degranulagao, degeneracgao e necrose das ilhotas comprometem a atividade secretora
das células B pancreaticas e consequentemente altera a manuten¢do da glicemia em niveis
normais. A analise histoldgica das ilhotas pancredticas coradas em Azan G (1A, 1B, 1C e 1D),
permitem ratificar este evento, uma vez que a integridade das células B deixam de existir
nestes grupos induzidos com estreptozotocina (1C e 1D).

A andlise comparativa do peso (Tabela 1) dos animais no periodo pré- e pés-indugdo
mostra que houve uma alteragdao significativa neste parametro nos animais hiperglicémicos
(STZ e STZ+GLN). Corroboram neste sentido diversos estudos que utilizaram o mesmo
modelo experimental para o estudo do diabetes mellitus (MD SHAHIDUL ISLAM, 2010;
ZAFAR et al., 2009; LENZEN, 2008; AKBARZADEH et al., 2007).
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PESO (g)

PBS GLN STZ STZ+GLN
Pré-ind. Pés-ind.  Pré-ind.  Pos-ind.  Pré-ind. *  Pés-ind. *  Ppré-ind."  Pés-ind."
267 271 224 236 292 282 213 194
263 278 230 237 253 221 215 194
280 295 233 247 245 229 214 195
282 295 235 243 270 242 180 167
341 373 215 210 280 269 190 179
358 362 310 335 218 198 204 188
252 246 310 333 222 200 194 178
247 258 - - 180 163 195 180
- - - - 245 224 291 281
- ~ - - 340 316 290 261
- - - - 225 207 296 272
- - - - 256 237 271 256
- - - - 250 229 276 253
i i - - 232 218 283 258
- - - - 239 219 - -
- - - - 257 239 - -

Tabela 1. Variag¢do do peso (g) da Pré-indugdo (Pré-ind.) para Pos-indugdo (Pds-ind.), em relagdo a indugdo do
diabetes mellitus com dose unica de estreptozotocina. Grupo controle (PBS), n=8; grupo suplementado com
glutamina (GLN) n=7; grupo diabético (STZ) n=16; grupo diabético suplementado com glutamina (STZ+GLN)
n=14. *p<0,05 (STZ Pré-ind. vs STZ Pés-ind.); ''p<0,05 (STZ+GLN Pré-ind. vs STZ+GLN Pés-ind.) por Test-
T pareado.

A indugdo do diabetes com estreptozotocina envolve a produ¢do de radicais livres e,
consequentemente, dano oxidativo as células B pancreaticas. Por outro lado, a glutamina se
constitui em um agente terapéutico potencial no desenvolvimento das defesas antioxidantes
das células beta, podendo impedir o dano oxidativo causador desta doenca. A andlise da
glicemia dos animais dos grupos (STZ) e (STZ+GLN) indica, entretanto, que a suplementagao
com 0 aminoacido glutamina, por ocasido da indugdo do diabetes, ndo foi capaz de impedir o
desenvolvimento do quadro diabetogénico induzido por estreptozotocina, no esquema
terapéutico testado.

350 *
300
250

PBS GLN STZ STZ+GLN
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Figura 2: Valores de glicemia apds 24h da indugio do diabetes e da suplementa¢do com L-glutamina; PBS n=7,
GLN n=9, STZ n=23, STZ+GLN n=14; dados expressos em média +EP; *p<0,05 vs PBS ¢ GLN

Diante da potencialidade terapéutica deste nutriente (XUE et al, 2011) e de que no

esquema terapéutico proposto neste trabalho os animais receberam uma unica dose de L-

glutamina, percebe-se como pertinente a aplicacdo de um esquema terapéutico cronico, com a

administracao de doses didrias deste nutriente por um periodo 7 e 30 dias, além da realizagdo

de outras analises bioquimicas e biomoleculares.

Conclusao

A estreptozotocina ¢ eficiente em produzir hiperglicemia ja no periodo de 24 horas
apods administracdo de dose Unica, gerando sintomas desta alteragdo, como a perda de peso.

O esquema terapéutico com dose Unica de glutamina, administrada imediatamente
apds a inducdo do diabetes, ndo ¢ eficaz na protecdo do desenvolvimento do Diabetes
Méellitus, no modelo experimental e esquema terapéutico proposto.
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