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RESUMO

O cotransportador Na*/glicose/agua SGLT1 localizado na membrana luminal de células
ductais (MLCD) de glandulas salivares pode ser ativado pela atividade simpaética via receptor
B-adrenérgico-adenilatociclase-PKA. Foi demonstrado que o diabetes promove a diminuicdo
da atividade simpética para as glandulas salivares e aumento da expressdo do SGLT1 na
MLCD, o que se correlaciona com reducdo do fluxo salivar. Nossa hipétese é de que nas
células ductais, ocorre uma via paralela de ativacdo da PKA pela presenca de sensores de
glicose da familia do GPCR 1. O presente estudo buscou avaliar a expressdo subcelular dos
sensores de glicose TIR2/T1R3 e do transportador de glicose GLUT2 em glandulas salivares
e determinar o papel destes sensores na translocagdo do SGLT1 em glandulas
submandibulares por meio de microinjecdo de glicose na artéria submandibular. Além disso,
foi avaliado o efeito da inibicdo de SGLTs nos ductos salivares por meio de microinjecao
intraductal de florizina buscando avaliar seu papel no fluxo e na concentracdo de glicose
salivar. Foram utilizados ratos Wistar ndo diabéticos (ND), diabéticos tratados com salina
(DS) ou insulina (DI). O diabetes foi induzido 28 dias antes do estudo (aloxana, 40 mg/kg,
i.v.). A partir do 21° dia os animais foram tratados durante 7 dias consecutivos com salina ou
insulina. No 28° dia, os ratos foram anestesiados (pentobarbital sédico 60 mg/kg, i.p.) para a
realizacdo da microinjecéo intraductal de salina ou florizina. Em seguida, a saliva foi coletada
durante 10 minutos sob estimulo de pilocarpina (4 mg/kg, i.p.). Em outro conjunto de ratos, as
glandulas submandibulares foram removidas e processadas para analise das proteinas T1R2,
T1R3 e GLUT2 por imunofluorescéncia. Em um terceiro conjunto de ratos, foi administrado
solugdo concentrada em glicose ou salina na artéria submandibular e avaliado a expressao
subcelular do SGLT1 por imunofluorescéncia. Os resultados foram expressos em média +
EPM e comparados com ANOVA- Newman-Keuls/ teste T student/ correlacdo de Pearson (P
< 0,05). A glicemia de DS foi aumentada (P < 0,05) em relagdo a ND e DI. Os sensores de
glicose T1R2 e T1R3 e o transportador de glicose GLUT2 foram descritos, pela primeira vez,
na membrana basolateral de células ductais da glandula submandibular (GS). Apo6s a
microinjecdo de glicose, a analise por imunofluorescéncia para 0 SGLT1 demonstrou
aumento na marcacgdo desta proteina na MLCD da GS. A microinjecdo de florizina aumentou
(P < 0,05) o fluxo salivar em ND (475 ul) e DS (28+3 pl) comparado com o grupo que
recebeu microinjecdo de salina (ND:22+3 pl; DS:8+2 ul). A florizina ndo alterou a
concentracdo de glicose salivar quando comparada com os grupos salina. No entanto, a
florizina promoveu aumento (P < 0,05) da excrecdo de glicose em DS-florizina e DI-florizina
quando comparados com DS-salina e DI-salina, respectivamente . Nossos resultados indicam
que o aumento da presenca de glicose no liquido extracelular de diabéticos pode aumentar a
estimulacdo de sensores T1R2 e T1R3, 0 que promove aumento da translocacdo de SGLT1
para MLCD de GS. Sugerimos assim que a reabsorcdo de glicose salivar é mediada pelo
SGLT1 na membrana luminal e pelo GLUT2 na membrana basolateral de células ductais.
Além disso, a captacdo de dgua pelo SGLT1 pode ser um mecanismo importante para reducéo
da secrecdo salivar no diabetes.

Palavras-chaves: Sensor de glicose. TIR2/T1R3. SGLT1. GLUT2. Transporte de agua.



ABSTRACT

The Na'/glucose/water cotransporter SGLT1 in the luminal membrane of ductal cells
(MLCD) in salivary glands can be activated by the sympathetic activity via p-adrenergic
receptor-adenylate cyclase-PKA. It has been shown that diabetes promotes a decrease of
sympathetic activity to the salivary glands and an increase in SGLT1 expression in MLCD,
which correlates with reduced salivary flow. Our hypothesis is that occurs a parallel activation
via of PKA by the presence of glucose sensors of the GPCR family 1 in the ductal cells. The
present study sought to evaluate the subcellular expression of glucose sensors T1R2/T1R3
and glucose transporter GLUT2 in salivary glands and determine the role of these sensors in
the translocation of SGLT1 in submandibular glands by microinjection of glucose in the
submandibular artery. Furthermore, we evaluated the effect of inhibition of SGLTSs in salivary
ducts by intraductal microinjection of phlorizin seeking to evaluate their role in the flow and
salivary glucose concentration. Were used rats Wistar nondiabetic (ND), diabetics treated
with saline (DS) or insulin (DI). The diabetes was induced 28 days before the study (alloxan,
40 mg/kg, iv). From the 21st day, the animals were treated for 7 consecutive days with saline
or insulin. On day 28, the rats were anesthetized (sodium pentobarbital 60 mg/kg, i.p.) to
perform the intraductal microinjection of phlorizin or saline. The saliva was collected during
10 minutes under pilocarpine stimulation (4 mg/kg, ip). In another set of rats, submandibular
glands were removed and processed for analysis of T1R2, T1R3 and GLUT2 protein by
immunofluorescence. In a third group of rats, was administered a concentrated glucose
solution or saline in the submandibular artery and evaluated the subcellular expression of
SGLT1 by immunofluorescence. The results were expressed as mean + SEM and compared
with ANOVA- Newman-Keuls/ Test T student/ Pearson correlation (P < 0,05). The glycemia
of DS was increased (P < 0,05) compared to ND and DI. The glucose sensors T1R2 and T1R3
and the glucose transporter GLUT2 were described for the first time, in the basolateral
membrane of ductal cells in submandibular glands (GS). After the microinjection of glucose,
the immunofluorescence analysis for SGLT1 showed an increasing in the marking of this
protein in MLCD of GS. The microinjection of phlorizin increased (P < 0,05) the salivary
flow in ND (47 £ 5 pul) and DS (28 + 3 pl) compared with the group that received
microinjection of saline (ND: 22 £ 3 ul, DS: 8 + 2 ul). The phlorizin has not change salivary
glucose concentration when compared to the saline groups. However, phlorizin promoted an
increase (P < 0.05) in salivary glucose excretion from DS-phlorizin and DI phlorizin as
compared with ND-saline and DI-saline, respectively. The results indicate that the increasing
of the presence of glucose in the extracellular fluid of diabetic patients may increase the
stimulation of the sensors, T1R2 and T1R3, which promotes the increase in the translocation
of SGLT1 to MLCD in GS. We suggest that the reabsorption of glucose is mediated by
SGLT1 on the luminal membrane and by the GLUT2 in the basolateral membrane of ductal
cells. Moreover, water uptake by SGLT1 could be an important mechanism for the reduction
of salivary secretion in diabetes.

Key-words: Glucose sensors. TIR2/T1R3. SGLT1. GLUT2. Water transport.
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1 INTRODUCAO

A importancia da saliva para a satde oral € bem conhecida e suas maltiplas funcdes
ocorrem pela sua fluidez e por componentes especificos (proteinas, ions e glicose)
(THAYSEN; THORN; SCHWARTZ, 1954). A glicose é a principal fonte de energia para 0s
organismos eucariontes, e tem papel central no metabolismo e homeostasia celular
(SCHEEPERS; JOOST; SCHURMANN, 2004). A glicose ndo atravessa a bicamada lipidica
da membrana plasmatica, pois esta membrana é impermeavel para moléculas hidrofilicas. O
processo de transporte de glicose é um processo coordenado que envolve duas classes de
transportadores: os transportadores de glicose por difusdo facilitada (GLUTs) e os
cotransportadores Na*/Glicose (SGLTs) (BELL et al., 1990; CARRUTHERS, 1990).

O diabetes mellitus ¢ um distarbio metabolico caracterizado por hiperglicemia
inapropriada e provoca diversas alteragfes na cavidade oral do paciente. O diabetes também
promove uma série de alteracdes salivares como: a reducéo do fluxo salivar (CONNER et al.,
1970), as alteragdes na composicdo da saliva, o aumento da concentracdo de glicose
(CAMPBELL, 1965; REUTERVING, 1986) e a diminuicdo da concentracdo de proteinas
(ANDERSON et al., 1993).

Nas glandulas salivares, ja foi demonstrado que o diabetes promove a diminuicdo da
atividade simpatica, o que € correlacionada com a reducdo da expressdo de proteina cinase A
(PKA) (SABINO-SILVA et al., 2010a). Além disso, foi demonstrado em animais diabéticos,
que a proteina cotransportadora Na'/glicose/agua tipo 1 (SGLT1), que transporta 2 jons Na* e
1 molécula de glicose acoplados a 264 moleculas de agua (ZEUTHEN, 2000), esta aumentada
na membrana luminal de células ductais de glandulas salivares (SABINO-SILVA et al.,
2009). Considerando que 0 aumento da expressao da SGLT1 ductal tem potencial para reduzir
o fluxo salivar, buscaremos desvendar o mecanismo molecular envolvido neste processo que
ainda é desconhecido.

Em enterdcitos foi descrito a presenca dos sensores de glicose T1IR2 e T1R3, um
heterodimero da familia do GPCRL1 (receptor acoplado a proteina G do tipo 1), que estimula a
via da PKA. Este sensor de glicose inicia uma cascata de sinalizacdo, que leva ao aumento da
expressdo do SGLT1 intestinal (MARGOLSKEE et al., 2007). Acreditamos desta forma, que
nas células ductais de ratos diabéticos, ocorre uma via paralela de ativacdo da PKA por um
GPCRL.

Apesar do grande avancgo no conhecimento da expressdo de transportadores de glicose

em glandulas salivares ainda sdo necessarios estudos funcionais para caracterizar a presenca e
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papel destas proteinas na reabsorcdo de agua e glicose glandular. As investigacdes sobre a
concentracéo de glicose salivar exploram a possibilidade do controle do diabetes ser realizado
por um método ndo-invasivo, rapido e indolor, através da saliva. Porém, mesmo com o
aumento da concentragdo de glicose salivar identificado em diabéticos, sabe-se que a glicemia
plasméatica apresenta fraca correlacdo com a concentragdo de glicose salivar. Assim,
buscamos identificar e avaliar o papel funcional dos sensores de glicose na translocacéo do
SGLT1 em células ductais de glandulas salivares e avaliar o papel da reabsor¢do de agua e
glicose em células ductais promovida pelo SGLT1.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar e avaliar o papel funcional dos sensores de glicose na translocacdo do
SGLT1 em células ductais de glandulas salivares. Além disso, avaliar os fluxos de &gua e
glicose na glandula salivar por meio da ac¢éo da florizina, um inibidor de SGLTs.

2.2 Objetivos especificos

Utilizando animais ndo-diabéticos e diabéticos tratados com insulina ou salina,

propomos os seguintes objetivos especificos:

1) Identificar e avaliar a localizacdo subcelular das proteinas sensoras de glicose T1R2 e
T1R3 no ducto da glandula submandibular;

2) Avaliar a localizacdo subcelular da proteina SGLT1 em células ductais de glandula
submandibular ap6s microinjecdo de solucdo glicosilada na artéria da glandula
submandibular;

3) Avaliar o papel da reabsorcdo de dgua promovida pelo SGLT1 em ductos salivares por
meio da técnica de microinfusdo intraductal de florizina sob estimulo de secrecdo salivar
com pilocarpina;

4) Avaliar a taxa de glicose excretada apos microinfusdo intraductal de florizina ou salina sob
estimulo de secrecéo salivar com pilocarpina;

5) Avaliar a correlacdo entre a glicose salivar e a glicemia plasmatica;

6) ldentificar e avaliar a localizacao subcelular do transportador de glicose GLUT2 no ducto

da glandula submandibular.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Glandulas Salivares

As glandulas salivares sdo constituidas por glandulas salivares principais (parotida,
submandibular e sublingual) e por numerosas glandulas menores (labiais, bucais, palatinas e
glossopalatinas). As secregdes de ambas as glandulas maiores e menores junto com o
exsudato gengival, rico em microorganismos e detritos celulares, formam a saliva mista ou
fluido oral (EDGAR, 1990; HOE et al., 1997).

Os tipos de células encontradas nas glandulas salivares sdo células acinosas,
mioepiteliais e ductais. As células acinosas, onde ocorre a formacdo da saliva primaria,
determinam o tipo de secrecdo produzida pelas glandulas salivares. A secrecdo salivar pode
ser classificada como serosa, mucosa ou mista (Figura 1). A secrecdo serosa, contém alfa-
amilase salivar e possui organelas para sintese, armazenamento e secrecdo de proteinas. A
secrecdo mucosa possui as mesmas funcdes da secrecdo serosa, porém ela contém mucina,
que possui funcdo lubrificante. O muco acumulado no acino mucoso, comprime o nucleo e o
reticulo endoplasmatico contra a membrana celular (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001).
As secrecOes serosas sao produzidas principalmente pela glandula parétida; secrecdes
mucosas pelas glandulas menores; e secrecfes mistas (serosas e mucosas) pelas glandulas
submandibular e sublingual (EDGARD, 1990; APS; MARTENS, 2005).

FIGURA 1 - Histologia da glandula salivar submandibular.

Ceélula
mucosa

Ceélula
serosa

2o

estriado | © 0

SEor 3 Corn

Fotomicrografia de glandula submandibular. Presenga de células serosas (escuras) formando semiluas e células
mucosas (claras) agrupadas em arranjo tubular, nesta glandula tubular composta. Coloragdo pararrosanilina e
azul de toluidina. Aumento médio. Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011.
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Os acinos estdo conectados ao sistema de ductos que é formado por ductos:
intercalares, estriados e excretores, cada um com diferentes estruturas e funcbes. Os ductos
intercalares, onde inicialmente passa a saliva primaria, sdo 0s menores e sao delimitados por
um epitélio cuboidal simples, com nicleo disposto centralmente e uma pequena porcao de
citoplasma (TANDLER et al., 1998). Os ductos estriados, que recebem a saliva primaria dos
ductos intercalares, constituem a maior parte do sistema de ductos. Estes ductos sdo
constituidos por uma Unica camada de células colunares, as quais possuem ndcleo
centralizado com citoplasma claro acidofilico. Uma importante funcdo das células ductais
estriadas sdo as modificacbes da saliva primaria pela reabsorcdo e secrecdo de eletrolitos
(TANDLER et al., 2001). Os ductos excretores estdo localizados na porcéo final do sistema
de ductos e apresentam maior didmetro que o0s demais ductos, com epitélio
pseudoestratificado com células colunares estendendo-se da lamina basal ao limen ductal. A
estrutura desse ducto modifica-se a medida que ele se aproxima da abertura da mucosa oral,
onde o fluido oral sera finalmente eliminado. (TANDLER; PINKSTAFF; PHILLIPS, 2006).
Este sistema ductal permite que a saliva seja direcionada para a cavidade oral (APS;
MARTENS, 2005).

3.2 Saliva

A saliva é um fluido misto, viscoso, com pH levemente acido (pH 6-7) contendo agua,
mucinas, sais organicos, proteinas, ions e glicose (EDGAR, 1992; HUMPHREY;
WILLIAMSON, 2001; LOFGREN et al., 2012). O fluxo médio diario de saliva varia entre 1 e
1,5 litros. A contribuicdo de cada tipo de glandula pode variar muito de acordo com o
estimulo. No estado basal a contribuicdo das diferentes glandulas no fluxo salivar é: 65% da
submandibular, 20% da parétida, 7% a 8%, da sublingual, e menos de 10% das numerosas
glandulas menores (EDGAR, 1992; HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001; GREABU et al.,
2009).

3.2.1 Formacéo da saliva
A formacdo da saliva envolve dois estdgios (Figura 2). Inicialmente um fluido

primario, abundante em fons Na* e CI', isotonico em relagdo ao plasma, é secretado pelas

células acinosas das glandulas salivares no limen (estagio 1). Posteriormente, quando o fluido
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primario passa pelos ductos ocorre reabsorcgdo de ions Na* e CI', e secrecio de K™ e HCOs
(estagio 2) (THAYSEN; THORN; SCHWARTZ, 1954).

Como a reabsorcdo de Na* e CI” excede a secregdo de K e HCOjs e fisiologicamente
espera-se ndo ocorrer significativa movimentacdo de dgua no sistema ductal, a saliva final
secretada na cavidade oral é hipotdnica em relagdo ao plasma (TURNER; SUGIYA, 2002;
MELVIN et al., 2005).

A concentragdo de glicose no liquido extracelular € correlacionada ao plasma e a
concentracdo de glicose na saliva presente na cavidade oral é significativamente menor do que
a encontrada no plasma (MANDEL et al., 1961; LANGLEY et al., 1963; TAKAI,
YOSHIDA; KAKUDO, 1983).

FIGURA 2 - Formagéo do fluido salivar.

Secrecdo do fluido Reabsor¢cdo NaCl
Secrecgao K*
. Estdgio 1 . Estdgio 2 .
NacCl
4

Modelo adaptado de CATALAN et al., 2009.

3.2.2 Regulacdo do Fluxo salivar

A secrecdo salivar € um processo controlado por um arco reflexo formado por uma
parte aferente e outra eferente. A parte aferente é formada pelos receptores e nervos que
conduzem os impulsos, gerados por estimulos da mastigacdo, gustacdo e olfacdo, até o
sistema nervoso central. A parte eferente é formada por nervos do sistema nervoso simpatico
e parassimpatico que inervam as glandulas separadamente (GARRETT, 1987). O papel do
sistema nervoso simpatico e parassimpatico na modulacdo do fluxo e composicdo da saliva
tem sido bastante estudado. O estimulo parassimpatico gera uma saliva abundante em volume
(GARRETT et al., 1987; PEDERSEN et al., 2002). Ja o estimulo simpatico para as glandulas

salivares, pela estimulacdo elétrica das vias eferentes (CARPENTER et al., 1998), ou pela
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aplicacdo de agonistas adrenérgicos (VATTA et al., 2002), resulta em uma secrecdo de baixo
fluxo, viscosa e rica em proteinas (GARRETT et al., 1987).

A parte aquosa da saliva € estimulada principalmente pela interacdo de agonistas
parassimpatico (acetilcolina) e simpético (noradrenalina e adrenalina) com receptores
muscarinicos tipo 3 (Ms) e receptores alfa-1 adrenérgicos (a-1), respectivamente. Em ambos
0s casos, 0 processo de formacdo da parte aquosa da saliva € regulado pela concentracdo de
Ca’* intracelular pela via do diacilglicerol e inositol-3- fosfato (ZEUTHEN et al., 2000).

3.2.3 Fungdes da Saliva

A importancia da saliva para a saude oral € bem conhecida e suas multiplas funcdes
ocorrem pela sua fluidez e por componentes especificos. Na cavidade oral a saliva
desempenha diversas fungdes: digestiva, antibacteriana, de tamponamento, lubrificantes e
manutencdo da integridade dos dentes (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001).

O fluido salivar umedece o alimento e auxilia na mastigacdo e formagdo do bolo
alimentar. Glicoproteinas mucosas, incluindo as mucinas salivares e glicoproteinas ricas em
prolina, aumentam a lubrificacdo para o bolo alimentar e facilitam a degluticdo. Também
contém enzimas, incluindo a-amilases, proteases, lipases e glico-hidrolases, que iniciam a
digestéo parcial de componentes alimentares (AMANO et al., 2012; RUHL, 2012).

A saliva também exerce importante acdo defensiva contra danos promovidos por:
ataques mecanicos, quimicos e infecciosos, garantindo protecdo contra numerosas bactérias
orais e fungos, por meio de uma atividade antimicrobiana local exercida por enzimas,
imunoglobulinas, lisozima, lactoperoxidase e histaminas (APS; MARTENS, 2005;
ZALEWSKA et al., 2011).

Além disso, a saliva desempenha papel fundamental na manutencdo da limpeza dos
dentes atraves da remocdo de detritos, o que pode ser reforcado pela atividade de enzimas
proteoliticas e glicoliticas. Através de um sistema de tamponamento, a saliva é capaz de
neutralizar substancias acidas. Em adicdo, mantém a integridade do dente, facilitando os
processos de desmineralizacdo e remineralizacdo (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001;
RUHL, 2012).
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3.3 Transportadores de glicose

A glicose é a principal fonte de energia dos organismos eucariontes, atuando no
metabolismo e homeostasia celular, tendo como sua principal fonte os carboidratos da dieta
(SCHEEPERS; JOOST; SCHURMANN, 2004; WRIGHT; HIRAYAMA; LOO, 2007). A
glicose também pode regular a transcricdo de genes, a atividade de enzimas, a secrecdo de
horménios e a atividade de neurdnios glicorregulatérios (THORENS; MUECKLER, 2010).

Para a glicose ser captada do meio extracelular para o interior da célula é necessario a
insercdo de proteinas carreadoras para ela atravessar a bicamada lipidica das células. Essas
proteinas, chamadas de transportadores de glicose, podem ser dividas em duas familias:
transportadores de glicose por difusdo facilitada (GLUTS) e cotransportadores de Na*/glicose
(SGLTs) (WRIGHT; HIRAYAMA; LOO, 2007; THORENS; MUECKLER 2010). A familia
dos GLUTSs é constituida por 14 membros , enquanto a familia dos SGLTs é composta por 6
membros, sendo os mais importantes SGLT1 e SGLT2 (SABINO-SILVA et al., 2010b).

Os GLUTs sdo responsaveis pelo transporte passivo da glicose através das
membranas, pois esta familia de proteinas pode realizar fluxo bidirecional de glicose de
acordo com o gradiente de concentragdo do substrato. Devido a utilizacdo da glicose no
metabolismo celular, as forcas de gradiente garantem um influxo do substrato na maioria dos
tipos celulares (WRIGHT; HIRAYAMA; LOO, 2007; TOYONO et al., 2011).

O GLUT2 ¢é uma proteina codificada pelo gene Slc2a da familia dos GLUTS, sendo
capaz de processar altas concentracGes de glicose de forma eficiente. O GLUT2 é um
transportador relativamente abundante em todo o organismo, e sua capacidade de transporte
ndo esta limitada a condigdes fisioldgicas. Assim, a sua contribuicdo em algumas patologias
tem bastante relevancia (LETURQUE; BROT-LAROCHE; GALL, 2009).

Estudos mostram que ap0s uma alimentacdo rica em carboidratos, ocorre uma
modulacdo com aumento da expressdo dos niveis de GLUT2 no intestino, rim, figado e
pancreas, sugerindo sua ac¢do no controle de glicemia e hiperinsulinemia (MIYAMOTO et al.,
1993; THORENS, 1996).

Este transportador ja foi descrito na membrana basolateral do intestino, pancreas, rim e
figado (BELL et al., 1990; THORENS et al.,1988; THORENS et al.,1990). Foi demonstrado
em glandulas salivares (células acinosas da glandula parotida) a presenca dos transportadores
de glicose GLUT1, GLUT4 (JURYSTA et al.,, 2012) e mais recentemente 0 mRNA de
GLUT2 (JURYSTA et al., 2013).
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Na altima década, foi bem caracterizada a presenca de proteinas com papel de
transporte de agua em glandulas salivares. Uma delas, a proteina cotransportadora de
Na*/glicose/agua tipo 1 (SGLT1), que é codificada pelo gene SLC5A1 e tem seu transporte
acoplado de 264 moléculas de agua associadas & 2 ions Na* e uma molécula de glicose, bem
caracterizado (ZEUTHEN, 2000; WRIGHT; HIRAYAMA,; LOO, 2011). O cotransporte de
SGLT1 é referido como transporte ativo secundario, porque a forca motriz gerada pelo
gradiente de sodio é mantida pela ativagdo primaria da bomba Na'/K*/ATPase na membrana
basolateral (WRIGHT; HIRAYAMA,; LOO, 2007). A estrutura do SGLT1 e a posicao de seus
aminoacidos pode ser observada, na Figura 3.

A direcéo e a taxa de transporte de glicose por SGLT1, ocorrem em funcéo da direcao
e magnitude dos gradientes de Na' através da membrana plasmatica (WRIGHT;
HIRAYAMA; LOO 2007).

FIGURA 3 - Estrutura secundaria da proteina SGLT1.

1 11V 1

O SGLT1 é composto por 14 segmentos transmembranicos com a face N-terminal voltada ao intersticio
e a face C-terminal dentro da membrana plasmatica. Modelo modificado de Wright e Turk, 2004.

Entre as substancias com capacidade de inibir o transporte de glicose esta a florizina,
que € um glicosideo derivado de plantas e atua especificamente como inibidor por competicéo
dos SGLTs (BAKRIS et al., 2009). Os estudos sobre 0 mecanismo de inibicdo do transporte
intestinal de glicose na membrana pela florizina, demonstraram que este transporte é saturavel
e eletrogénico (DEBNAM; LEVIN, 1975; EHRENKRANZ, et al., 2005). Também foi
demonstrado que este transporte de glicose, que pode ser inibido pela florizina, contribui para
a absorcéo de d&gua (FULLERTON; PARSONS, 1956). No territorio renal, a florizina suprime
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a reabsorcao tubular de glicose por meio do blogueio dos SGLTs, aumenta a excreg¢ao urinaria
de glicose e reduz os niveis de glicose no plasma de ratos diabéticos hipoinsulinémicos
(ROSSETTI et al, 1987). A isoforma SGLT2, codificada pelo gene SLC5A2
predominantemente no tecido renal, transporta apenas um ion Na® para cada molécula de
glicose (ZHAO; KEATING, 2007). Pelo nosso conhecimento, a isoforma SGLT2 néo foi
descrita em glandulas salivares.

Em células transfectadas com SGLT1, demonstrou-se claramente que a ativacdo da via
AMPc-PKA aumenta a taxa do cotransporte de Na*/glicose, e isto foi relacionado com o
aumento do teor de proteina SGLT1 na membrana plasmatica (HIRSCH; LOO; WRIGHT,
1996). Isto sugere que a atividade p-adrenérgica, por meio da via da AMPc-PKA, também é
capaz de modular a captacdo de glicose mediada por SGLT1 nas células acinosas das
glandulas salivares (SABINO-SILVA et al., 2010a).

Sabe-se que o SGLT1 esta presente em membrana basolateral de células acinosas
(TARPEY et al., 1995), na célula miopitelial (SABINO-SILVA et al., 2009) e na membrana
apical de ductos intercalares (SABINO-SILVA et al., 2009) de glandulas salivares. No
entanto, o papel da SGLT1 na modulacdo do fluxo de agua em glandulas salivares sob

condicdes fisiologicas ainda nao foi claramente definido.

3.4 Sensores de glicose

Os sensores de glicose sdo proteinas com alta especificidade na deteccdo de glicose.
Eles constituem uma familia de receptores de sabor doce, os T1R (traducdo livre para “sweet
taste receptors”) que sdo formados por um grupo de 3 receptores acoplados a proteina G
(GPCRs). Séo eles: T1IR1, T1R2 e T1R3. Cada uma destas proteinas € codificada pelos seus
respectivos genes: Taslrl, Taslr2 e Taslr3 (BACHMANOV et al., 2001; NELSON et al.,
2001; SAINZ et al., 2001). Os T1R3 sdo membros da familia de subtipo 3 de GPCRs, todos
0s quais contém grandes dominios extracelulares (MAX et al., 2001).

Os membros da familia dos T1Rs costumam atuar em conjunto, na forma de
heterodimeros. Baseado em estudos eletrofisioldgicos e de biologia molecular foi constatado
gue a combinacdo heteromérica de T1IR1 + T1R3 atua como sensores de aminoacidos e gosto
umami, enquanto as associacdes de T1R2 + T1R3 atuam como sensor de acucares,
glicoproteinas e adocantes artificiais (LI et al., 2002). Outra observacdo importante sobre o
heterodimero T1R2 + T1R3 é a diversidade estrutural dos seus ligantes. Este receptor

reconhece varios tipos de agUcares incluindo carboidratos, aminoacidos, proteinas e agucares
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artificiais (XU et al., 2004). A interacdo entre o heterodimero T1R2 + T1R3 é representada na

Figura 4.

FIGURA 4 - Representacao esquematica dos receptores de sabor doce T1R2 e T1R3.

Extracelular

LI HITHH

Intracelular

+

Os receptores da familia dos T1Rs atuam como complexos heteroméricos. Modelo adaptado de Chandrashekar
et al.,2006.

Atualmente, sabe-se que 0s sensores de sabor podem detectar varios tipos de gosto
como: doce, amargo, salgado, azedo e umami. Classicamente 0s sensores de sabor foram
descritos no epitélio lingual (MCLAUGHLIN; MCKINNON; MARGOLSKEE, 1992).
Estudos de biologia molecular demonstraram que existem células especilizadas em deteccao
de sabor em outros territérios como ductos pancreaticos (HOFER; DRENCKHAHN, 1998),
intestino (DYER et al., 2005) e cérebro (REN et al. 2009).

Os T1Rs sdo GPCRs que agem acoplados a transducina (a-gustducin), através do qual
podem ativar uma fosfolipase C (PLC) via B2-dependente para aumentar concentracao
intracelular de Ca™". Estes receptores também podem ativar uma via dependente de AMPC.
(MARGOLSKEE, 2002). Em enterdcitos, foi proposto que na presenca de acucares,
glicoproteinas ou adocantes artificiais o sensor de agucar acoplado em GPCR voltado para o
limen, ativa a via da Adenilatociclase-AMPciclico-PKA, o que promove aumento da
translocacdo do SGLT1 para membrana luminal desta célula (DYER et al., 2003;
MARGOLSKEE et al., 2007).

3.5 Diabetes Mellitus

O Diabetes é uma das doencas cronicas mais prevalentes na atualidade e atinge

propor¢des epidémicas em todo o mundo, constituindo um grande problema de Saude
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Publica. Em 2013, cerca de 383 milhGes de pessoas no mundo, eram diabéticas e espera-se
que no ano de 2035 cerca de 592 milhdes de pessoas estejam acometidas por esta doenga
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013). O Diabetes apresenta um grande
impacto social, pois pode acometer individuos durante a juventude, e a prolongada exposi¢do
a hiperglicemia antecipa o desenvolvimento das complicacBes cronicas (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2006; NOVATO; GROSSI, 2011).

O Diabetes mellitus ¢ uma sindrome de etiologia mdltipla caracterizada por
hiperglicemia inapropriada, resultante de defeitos na secre¢do e/ou acgdo de insulina. Os
sintomas classicos sdo: polilria, polidipsia, polifagia e visdo turva (MASHARANI; KARAM,
1997; GROSS et al., 2002; SICREE et al., 2003). A hiperglicemia cronicamente resulta em
anormalidades microcirculatérias, nefropatias, retinopatias e neuropatias periféricas. Podem
ocorrer distarbios no processo de cicatrizacdo e também o surgimento de complicacdes
agudas que podem levar a risco de vida: a cetoacidose diabética e a sindrome hiperosmolar
hiperglicémica (GREGORI et al., 1999; SOUSA et al., 2003).

A manutencdo do equilibrio de glicose no nosso corpo depende principalmente da
estimulacdo de insulina para a captacdo de glicose pelas células musculares e adiposas,
provocada principalmente por um aumento nos niveis de transportadores de glicose GLUT4,
na membrana plasmatica (OKAMOTO et al., 2011).

As investigacOes sobre a concentracdo de glicose salivar exploram a possibilidade do
monitoramento do diabetes ser realizado por um método ndo-invasivo. Mesmo com o
aumento da concentracdo de glicose salivar identificado em diabéticos, sabe-se que a glicemia
plasmatica apresenta fraca correlacdo com a concentracdo de glicose salivar, exceto em
situacbes com glicemia plasmatica acima de 15 mM (REUTERVING, 1986), fato que tem
impedido o uso da saliva como fluido diagndstico para o monitoramento da glicemia.

Independente do grau de deficiéncia de insulina no diabetes, um controle rigoroso dos
niveis de glicose no sangue, tem sido proposto para prevenir complicacfes e melhorar a
expectativa de vida (PURNELL et al., 1998; DCCT, 2001; OKAMOTO et al.,, 2011).
Entretanto, os testes atuais para medida glicémica causam dor, calos e diminuem a circulacao
sanguinea nos dedos (local frequente da retirada do sangue), o que prejudica substancialmente
a qualidade de vida desses pacientes. Devido a esses incovenientes, a média de avaliacGes
glicémicas € de duas vezes por dia, 0 que é abaixo dos 4-7 monitoramentos recomendados
(DAVIDSON, 1991). O estabelecimento de um método de monitoramento glicémico nao-
invasivo, indolor e rapido por meio da saliva reduziria muito as complicacfes e 0s custos do

tratamento para esses milhdes de pacientes.
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3.6 Regulacdo dos GLUTS e SGLTs em glandulas salivares e sua relacdo com Diabetes
Mellitus

Os diabéticos apresentam reducdo do fluxo salivar (CONNER et al., 1970) e alteracfes
na composicdo da saliva como aumento da concentragdo de glicose (CAMPBELL, 1965;
REUTERVING, 1986) e diminui¢cdo da concentracdo de proteinas (ANDERSON et al., 1993).
Em glandulas salivares, o diabetes causa uma ampla degeneracéo celular com substituicdo de
células do parénquima por tecido conjuntivo fibroso (REUTERVING, 1986; ANDERSON,
SULEIMAN; GARRETT, 1994).

Foi descrito que a concentracdo de glicose na saliva priméaria é estreitamente
relacionada com a concentracdo de glicose no plasma, no entanto, a concentracdo de glicose
na saliva final de diabéticos, ndo foi significativamente correlacionada com a sua
hiperglicemia (SHARON et al., 1985; MANGOS; MARAGOS; MCSHERRY, 1973). Sabino-
Silva e colaboradores (2013) propdem que em ratos diabéticos, quando a glicemia aumenta, a
concentracdo de glicose na saliva primaria também aumenta, e apesar de um aumento da
reabsorcdo ductal, a concentracdo de glicose na saliva final permanecera elevada.

O aumento da concentracdo de glicose salivar nos diabéeticos também provoca diversas
alteracdes na cavidade oral do paciente, como o aumento da incidéncia e severidade das caries
(REUTERVING, HAGG; GUSTAFSON, 1986; LIN et al., 1999), da prevaléncia de
candidiase oral (REUTERVING et al., 1986) e doencas periodontais (MEALEY; OATES,
2006).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que ativacdo de fibras ganglionares simpaticas
que se dirigem para as glandulas salivares, promovem o aumento da PKA neste territorio.
Adicionalmente, demonstramos que o diabetes mellitus promove a diminuicdo da atividade
simpaética para as glandulas salivares, o que foi correlacionado diretamente com a expressao
da PKA. Em células acinosas ocorreu correlacdo da expressdo da PKA com a expressao da
SGLT1 em membrana basolateral (SABINO-SILVA et al., 2010a). Adicionalmente, foi
demonstrado em animais diabéticos que a proteina SGLT1 esta aumentada na membrana
luminal de células ductais de glandulas salivares (SABINO-SILVA et al., 2009), porém este
aumento ndo se correlaciona com a atividade simpatica para estas células (SABINO-SILVA
et al., 2013).

O aumento do SGLT1 na membrana luminal das células ductais de ratos diabéticos
estd de acordo com a taxa de fluxo salivar diminuida detectada nestes animais. Assim, a

regulacdo inversamente proporcional do conteddo luminal de SGLT1 e do fluxo salivar
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aponta que este transportador estd envolvido na fisiopatologia da xerostomia do diabético
(SABINO-SILVA et al., 2013).

Recentemente foi demostrado que a atividade simpéatica promove, pela ativacdo de
receptores B-adrenérgico, a translocacdo do SGLT1 para a membrana luminal de células
ductais, onde ele deve desempenhar um papel fundamental na reabsorcdo de agua e
consequentemente no fluxo salivar (SABINO-SILVA et al., 2013). O diabetes diminui a
atividade simpética para as glandulas salivares (SABINO-SILVA et al., 2010a) mas o
contetdo luminal do SGLT1 é aumentado em glandulas de ratos diabéticos, sugerindo a
presenca de um mecanismo adicional de regulacdo da translocacdo SGLT1 ainda ndo descrito
para este territorio.

Entretanto, ainda ndo esté esclarecido o mecanismo molecular que promove 0 aumento
da expressdo de SGLT1 na membrana luminal de células ductais de ratos diabéticos. Com a
descricdo de um sensor de glicose em células ductais de glandulas salivares de diabéticos, o
aumento da concentracdo de glicose salivar seria capaz de aumentar a formagdo de PKA sem
ativagdo simpética. Isto poderia explicar o aumento de SGLT1 somente em ductos de
glandulas salivares de ratos diabéticos apesar da diminuicdo da atividade simpatica para as
glandulas salivares. Além disso, o papel funcional do SGLT1 neste territorio, especialmente
no que se refere a sua capacidade de regular o fluxo salivar, a concentracdo de glicose salivar

e a excrecdo de glicose na saliva ainda ndo estao claramente estabelecidos.
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4 MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental estd de acordo com o0s principios éticos de experimentacao
animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alagoas, sob

protocolo de nimero 29/2012.

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL). Os animais foram acondicionados no biotério do Laboratdrio de
Biologia Celular do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude nas seguintes condigdes: a)
ciclo de 12/12 horas de claro/escuro, b) temperatura ambiente 23*2 °C; e c) oferta plena de

agua e racdo para roedores. Foram estudados 0s seguintes grupos de animais:

a) Nao- diabéticos (ND): ratos de 3 meses que receberam injecdo do veiculo aos 2 meses e
tratamento com salina durante 7 dias;

b) Diabéticos tratados com insulina (DI): ratos de 3 meses que receberam injecdo de
aloxana aos 2 meses e tratamento com insulina durante 7 dias;

c) Diabéticos tratados com salina (DS): ratos de 3 meses que receberam injecédo de aloxana

aos 2 meses e tratamento com salina durante 7 dias.

Foram estudados 2 conjuntos de animais (ND, DS e DI) pra realizacdo de 2
experimentos (Canulacdo intraductal e Imuno-histoquimica). Além disso, 1 outro conjunto de
animais (ND) foi estudado para realizacdo do experimento de microinfusdo de veiculo ou
glicose na artéria submandibular (Ntotal: 42 / n:6 por grupo experimental). No primeiro
conjunto de animais (ND, DS e DI) foram realizados os procedimentos de canulacdo
intraductal para avaliacdo da secrecdo salivar in vivo estimulada por pilocarpina. E no outro
conjunto de animais (ND, DS e DI) foi realizada a técnica de imuno-histoquimica sem a
presenca de estimulo parassimpatico. Por fim, no terceiro conjunto, com apenas um grupo
experimental (ND), foram realizados os procedimentos de canulacdo das artérias
submandibulares direita e esquerda, para avaliar a translocacdo de SGLT1 sob estimulo agudo

da glicose ou veiculo. Os grupos experimentais do estudo podem ser vistos na Figura 5.
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FIGURA 5- Grupos experimentais estudados
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Fonte: Autor, 2014.

4.2 Modelo experimental

Os animais permaneceram sob jejum prévio de 12 horas. Apos esse periodo, o diabetes
foi induzido por aloxana, que é uma tetraoxipirimidina capaz de promover necrose especifica
da célula B da ilhota pancreatica. A Aloxana foi diluida em solucdo salina e a solucdo foi
administrada na dose de 40 mg/kg de peso corpdreo por via intravenosa (veia peniana) sob
anestesia induzida por pentobarbital sddico (60 mg/kg, i.p.), em animais com 2 meses de
idade.

Entre os animais que receberam aloxana foram selecionados, apds 21 dias, somente
aqueles que apresentaram glicemia entre 200 e 500 mg/dL. Estes foram aleatoriamente
divididos em grupo de ratos DS ou DI. Apos 21 dias da inducdo do diabetes, os ratos foram
tratados durante 7 dias com salina (DS) ou insulina (DI) por via intraperitoneal (i.p.). A dose
de insulina NPH (Biohulin, Biobras, Brasil) foi de 6U diarias as 8:00 e 17:00 horas
(2U/manha e 4U/tarde; SABINO-SILVA et al., 2009). O modelo experimental do estudo esta

ilustrado na Figura 6.
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FIGURA 6 - Modelo experimental do estudo.
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Fonte: Autor, 2014.

4.3 Peso corporal

O peso corporal dos ratos ndo-diabéticos (ND), diabéticos tratados com salina (DS) e
diabéticos tratados com insulina (DI) foram verificados no dia da injecéo (i.v) de salina ou
aloxana (1° dia) e ap0s a injecdo (21° e 28° dias).

Os valores de peso corpdreo foram adquiridos no final do tratamento (28° dia). Os
valores de variacdo do peso ponderal correspondem a diferenca de peso entre o fim (28° dia) e

0 inicio do tratamento (21° dia).

4.4 Coleta das amostras

4.4.1 Coleta das glandulas salivares

Um conjunto de ratos ndo-diabéticos, diabéticos e diabéticos tratados com insulina foi
anestesiado com pentobarbital sodico (60 mg/kg, i.p.) e, apos a abolicdo dos reflexos
corneanos e de retirada da pata a dor, foram coletadas todas as glandulas salivares. Em
seguida, as glandulas foram pesadas separadamente (peso Umido) e as glandulas
submandibulares foram processadas para a realizagdo dos procedimentos de

imunofluorescéncia.
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4.4.2 Coleta de saliva associada a microinfusao de florizina ou salina no ducto glandular

Outro conjunto de animais (NS, DS e DI) foi anestesiado com pentobarbital sodico (60
mg/kg, i.p.) e posicionado em decubito dorsal sobre uma mesa cirdrgica mantida em 37° C.
Em seguida, foi realizado um acesso cirdrgico na regido cervical do animal com auxilio de um
microscopio cirurgico (DF Vasconcellos, modelo MC-M1232), onde o ventre anterior do
musculo digastrico foi dissecado para visualizacdo do ducto da glandula submandibular que
foi cuidadosamente divulsionado das estruturas adjacentes. Posteriormente, uma cénula (PE-
10 Tygon) foi implantada dentro do ducto da glandula submandibular direita. Para a micro-
infuséo intraductal, esta canula foi interligada a uma canula de maior calibre (PE-50 Tygon)
gue encontrava-se conectada a uma seringa, deste modo, foram injetados solu¢des de 30 pl
florizina (10 M, Sigma, ND-Florizina ou DS-Florizina) ou salina fisioldgica (ND-Sal ou DS-
Sal) durante trés minutos. Em seguida, foi realizada a estimulacdo da secrecédo salivar atraves
do estimulo de um agonista muscarinico: pilocarpina (4 mg/Kg, i.p.) (ROESINK et al.,1999).
Apo6s o inicio de sua secregdo, a saliva foi coletada através da mesma canula intraductal
durante 10 minutos. O volume de saliva foi calculado considerando a diferenca de peso de

“eppendorfs” antes e apds a coleta da saliva (Figura 7).

FIGURA 7 - Modelo esquematico de canulacdo intraductal da glandula submandibular seguido de
microinfusdo de florizina ou salina.
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A) Insercéo da canula no ducto. B) Coleta da saliva ap6s estimulo farmacol6gico com pilocarpina. .GSM:
glandula submandibular. Modelo adptadado de Okubo e Kawaguchi, 2013.
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4.4.3 Administracdo de solucdo glicosada (50%) atraves da canulagdo da artéria

submandibular

Um outro conjunto de animais ndo-diabéticos foi anestesiado com pentobarbital sédico
(60 mg/kg, i.p.). Em seguida, os ratos foram posicionados em decubito dorsal sobre uma mesa
cirGrgica mantida em 37° = 0,5 °C. Posteriormente, foi realizado um acesso cirrgico na
regido ventral do pescoco do animal para a exposicdo das glandulas submandibulares. A
glandula submandibular esquerda foi dissecada e com auxilio de um microscépio cirargico
(DF Vasconcellos, modelo MC-M1232), a artéria e a veia submandibular foram divulsionadas
e separadas das demais estruturas. Em seguida, uma canula (PE-10 Tygon) foi implantada na
artéria submandibular esquerda. Esta canula foi interligada a outra canula de maior calibre
(PE-50 Tygon) conectada a uma seringa, assim, foram injetados 500 pl de salina fisiologica
durante 5 minutos. Depois de 30 minutos, a glandula submandibular esquerda foi removida.
Logo apos, o0 mesmo procedimento foi realizado na glandula submandibular direita, na qual
foram injetados 500 ul de solucdo glicosada (50%) (Samtec Biotecnologia) durante 5
minutos. Depois de 30 minutos, a glandula submandibular direita foi removida. Antes da
administracdo de salina fisiologica ou de solucdo glicosada, a veia submandibular foi
imediatamente cortada, servindo como local de saida da solucdo injetada, impedindo que a
mesma atingisse a circulacdo sistémica. Deste modo, a glandula submandibular esquerda foi
considerada controle autdgeno da direita. A figura 8 demonstra 0 modelo esquematico deste

procedimento.

FIGURA 8 - Modelo esquematico de canulacdo da artéria submandibular com injecéo de solucédo

glicosada.
B
Artéria
-
Veia
Esquerda Direita

(A)Injecdo de Salina na glandula submandibular (GSMe) esquerda (B) Injecdo de solugdo glicosada 50% na
glandula submandibular (GSMd) direita.
Fonte: Autor, 2014.
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4.4.4 Coleta do sangue

O sangue foi coletado através da veia cava inferior para andlise das concentracdes
plasmaticas de glicose.

4.5 Avaliacdo das concentragdes de glicose plasmatica e salivar

A concentracdo de glicose plasmatica foi determinada durante as cirurgias, com o
auxilio de um glicosimetro (Accu-chek Advantage; Roche Diagnostics, Indiana, EUA) e em
seguida, confirmada por meio de método enzimatico colorimétrico (Glicose PAP Ligform,
Labtest Diagnostica SA, Minas Gerais, Brasil).

As concentracdes de glicose salivar foram determinadas em amostras de saliva que
foram descongeladas e homogeneizadas por inversdo. Em seguida, foram colocados 10 pl de
amostra em 1000 pl de reagente enzimatico (Glicose PAP Ligform, Labtest Diagnostica SA,
Minas Gerais, Brasil). A solucdo padréo foi preparada com 1000 ul de reagente enzimatico e
10 pl de solucdo padrdo. A solucdo branca foi composta apenas pelo reagente enzimatico,
sendo esta utilizada para acertar o zero do espectofotdmetro. As amostras foram incubadas em
banho-maria 37° por 10 min e em seguida analisadas no espectofotometro. A absorbancia
para leitura das amostras determinada pelo kit foi de 505 nm. Os resultados de absorbancia
foram convertidos em concentracdo de glicose (mg/dL) através do célculo: Absorbancia do

teste/ Absorbancia do padrdo x 100.

4.6 Analise histologica das glandulas submandibulares ap6s microinjecao de glicose ou

salina na artéria glandular

Apos serem coletadas, as glandulas submandibulares foram fixadas em formalina
tamponada a 10% durante 4 horas, passando por sucessivas lavagens com alcool 70% até o
dia de serem processadas. Posteriormente, essas glandulas foram desidratadas em
concentracBes crescentes de alcool (80, 90 e 100%), diafanizadas em xilol, impregnadas e
incluidas em parafina. Em seguida, o material parafinado foi levado ao microtomo (Leica
RM2125) para a realizacdo de cortes de 5 um. Esses cortes foram inseridos em laminas
histolégicas. Em seguida, foram desparafinados por xilol, reidratados por concentracdes

decrescentes de etanol e submetidos a coloracdo de Hematoxilina-Eosina. As laminas
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histologicas foram montadas, analisadas e fotografadas através de um microscépio Optico de

luz convencional (Olympus BX41).

4.7 Imunofluorescéncia

Para verificar a localizagdo subcelular das proteinas T1R2, T1R3, SGLT1 e GLUT2
em glandulas submandibulares, estas foram removidas e fixadas em formaldeido 4% em
tampdo fosfato (PBS) 0,1M, por 24 horas. Apoés a fixacdo, as glandulas foram crioprotegidas
em concentragfes crescentes de sacarose (10, 20 e 30%) por no minimo 24 horas e em
seguida, incluidas em “OCT compound” (Sakura Finetechnical Co, Tokyo). Posteriormente,
as glandulas foram seccionadas (10 um) em criostato (Leica CM 1850) e coletadas em
laminas gelatinizadas. Apods re-hidratacdo (30 min, TA, PBS 0,1 M) foi realizado o bloqueio
dos sitios inespecificos com albumina a 5% diluida em PBS + Triton por 1 hora. Anticorpos,
Anti-T1R2 ou Anti-T1R3, Anti- SGLT1 ou Anti-GLUT2 (1:100, Chemicon International)
foram incubados durante 14 horas. Em seguida, os cortes foram lavados em PBS 0,1 M (2
vezes por 5 minutos). Logo apos, os cortes foram incubados com CY5 (1:150, 1h30min,
Alexa Fluor 488), lavados em PBS 0,1 M (2 vezes por 5 minutos) e feita a marcacdo do
citoesqueleto indicando a membrana plasmatica (faloidina conjugada a rodamina, 1:200,
1h30min, Molecular Probes). Os controles negativos dos experimentos consistiam na omisséo
dos anticorpos primarios. Os cortes foram lavados com PBS 0,1 M (2 vezes por 5 minutos) e
em seguida, cobertos por uma laminula, montados com fluoropep e analisados em
microscopio de fluorescéncia (Nikon DS RI1). Foram analisados 4 a 5 cortes histologicos de
cada grupo de animais e assim, selecionado um corte representativo. As imagens obtidas

foram analisadas e colocalizadas com auxilio do programa computacional Picasa versédo 3.

4.8 Analise dos Resultados

Os resultados foram expressos como media + EPM. Estes foram comparados atraves
de analise de variancia (ANOVA) de uma via para dados independentes, utilizando-se o p6s-
teste Student-Newman-Keuls. Para analise comparativa entre dois dados utilizamos o teste T
de Student. Para avaliar a correlacdo entre dois dados utilizamos o teste de correlacdo de
Pearson. O nivel de significancia estabelecido foi de 5% (valor descritivo de P < 0,05). Essas
analises foram realizadas com o auxilio do programa computacional GraphPad Prism®, v.
5,02 (GraphPad, USA).
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5 RESULTADOS
5.1 Parametros Gerais de Caracterizacao do Diabetes

5.1.1 Peso corpOreo

Os resultados do peso corporal dos ratos ndo-diabéticos (ND), diabéticos tratados com
salina (DS) e diabéticos tratados com insulina (DI) podem ser verificados na Figura 9. A
analise do peso dos ratos mostrou diminuicdo de 18% e 9% (P < 0,05) deste parametro em
ratos DS e DI quando comparados com o grupo ND, respectivamente. N&o ocorreu diferenca
significativa (P < 0,05) entre os ratos DS e DI (Figura 9, A).

Em relacdo a variacdo de peso ponderal avaliado entre o 21° e 28° dia, 0s ratos DS
tiveram diminuicdo (P < 0,05) do peso ponderal quando comparados com ratos ND. Por outro
lado, o tratamento com insulina em ratos DI aumentou (P < 0,05) o peso ponderal quando

comparado com ratos DS (Figura 9, B).

FIGURA 9 - Peso corporeo (A) e Variagdo de peso ponderal (B)
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Ratos Wistar N&o-Diabéticos (ND), Diabéticos Salina (DS) e Diabéticos Insulina (DI).Os valores de peso
corpdreo correspondem ao peso ao final do tratamento. Os valores de varia¢do do peso ponderal correspondem a
diferenca de peso entre o fim e o inicio do tratamento (n=12/grupo). Os valores sdo expressos em média + EPM.
ANOVA One-Way, pos-teste Student Newman Keuls,* P < 0,05 vs ND; # P < 0,05 vs DS.
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5.1.2 Concentracdo de glicose plasmética

Conforme esperado ap6s a inducdo do diabetes, a concentracdo de glicose plasmatica
(Figura 10) dos ratos DS aumentou 348% (P < 0,05) quando comparada com os ratos ND.
Também foi verificada que a glicemia diminuiu 35% (P < 0,05) nos ratos DI quando
comparado com os ratos DS, o que era esperado apos a insulinoterapia. O tratamento com
insulina reverteu parcialmente a condigéo de diabetes, pois a glicemia de ratos DI mostrou-se
aumentada 191% (P < 0,05) comparada com ND.

FIGURA 10- Concentracao de glicose plasmatica
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Ratos Ndo-Diabéticos (ND), Diabéticos Salina (DS) e Diabéticos Insulina (DI) (n=12/grupo). Valores sdo média
+ EPM. ANOVA One-Way, pos-teste Student Newman Keuls, * P < 0,05 vs ND; # P < 0,05 vs DS.

5.1.3 Pesos das glandulas salivares

Ao analisarmos o peso das glandulas submandibular, paro6tida e sublingual,

verificamos que ndo ocorreu alteracéo entre os grupos ND, DS e DI (Figura 11).
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FIGURA 11- Peso das Glandulas Salivares
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Glandulas Submandibulares (A), Parétidas (B) e Sublinguais (C) direitas de ratos Wistar Ndo-Diabéticos (ND),
Diabéticos Salina (DS) e Diabéticos Insulina (DI) (n=12/grupo). Valores sdo média £+ EPM. ANOVA One-Way,
pos-teste Student Newman Keuls.

5.2 Deteccdo por imunofluorescéncia do sensor de glicose TIR2 e T1R3 em glandula

submandibular

A imunofluorescéncia para T1R2 demonstrou, pela primeira vez, a expressao desta
proteina em glandulas salivares. A andlise da imunofluorescéncia para T1R2 em células
ductais de glandula submandibular do grupos ND, DI e DS revelou marcacdo desta proteina
em membrana basolateral de ductos estriados em glandula submandibular (Figura 12, J-L).

A andlise da imunofluorescéncia para T1R3 em células ductais de glandula
submandibular de ratos ND, DI e DS também revelou pela primeira vez a expressdo desta
proteina em glandulas salivares. A analise subcelular demonstrou marcacdo semelhante a
T1R2, com marcacdo de T1R3 em membrana basolateral de células ductais da glandula
submandibular. Além disso, foi observada evidente marcacdo no citoplasma dos ductos

estriados da glandula submandibular (Figura 13, J-L).
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FIGURA 12 - Localizacéo da proteina T1R2 no ducto da glandula submandibular
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Ratos Nao-diabéticos (ND), Diabéticos salina (DS) e Diabéticos insulina (DI). (A-D) Marcacdo para F-actina
(marcador de membrana plasmética) em vermelho, (E) Controle Negativo, (F-H) marcacdo para T1R2 em verde
e (I-L) sobreposicdo das mesmas fotomicrografias, para colocaliza¢do da proteina T1R2. As setas indicam a
marcacdo do T1R2 na membrana basolateral dos ductos. Aumento 400x.
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FIGURA 13- Localizacdo da proteina T1R3 no ducto da glandula submandibular
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Ratos Nao-diabéticos (ND), Diabéticos salina (DS) e Diabéticos insulina (DI). (A-D) Marcacdo para F-actina
(marcador de membrana plasmética) em vermelho, (E) Controle Negativo, (F-H) marcacdo para T1R3 em verde
e (I-L) sobreposicdo das mesmas fotomicrografias, para colocaliza¢do da proteina T1R3. As setas indicam a
marcacdo do T1R3 na membrana basolateral dos ductos. Aumento 400x.
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5.3 Translocagdo de SGLT1 apds microinjecdo de glicose na artéria da glandula

submandibular

Buscando identificar o papel funcional dos sensores de glicose foi realizado a imuno-
histoquimica do cotransportador SGLT1. A andlise do SGLT1 na glandula submandibular,
ap6s microinjecdo de salina na artéria da glandula submandibular, revelou marcacgdo difusa no
citoplasma e discreta marcacdo em membrana luminal em células ductais (Figura 14, H)
Entretanto, na glandula submandibular com microinjecdo de solucdo glicosada, esta
promoveu evidente aumento na marcacdo do SGLT1 na regido apical da célula e na

membrana luminal quando comparado com salina (Figura 14, 1).

FIGURA 14 - Localizacdo do cotransportador de Sédio/glicose/agua SGLT1 na glandula

submandibular
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Ratos Nao-diabéticos com injecéo de salina (ND com salina) e Nao-diabéticos com injecdo de glicose (ND com
glicose). (A-C) Marcacdo para F-actina (marcador de membrana plasmatica) em vermelho, (D) Controle
negativo, (E-F) Marcacdo para SGLT1 em verde (H-1) sobreposicdo das mesmas fotomicrografias, para
colocalizagdo do SGLT1. As setas indicam o aumento da marca¢do do SGLT1 na membrana luminal dos ductos.
Aumento 400x.
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5.4 Avaliacdo histoldgica das glandulas submandibulares ap6s microinjecdo de solucao

com glicose ou salina na artéria glandular

Procurando detectar alguma alteracéo tecidual do procedimento de microinjecdo de
salina ou solucdo glicosilada foi realizada a analise histoldgica da glandula submandibular.
Esta andlise histologica da glandula submandibular ap6s microinjecdo de salina (Figura 15, A)
mostra uma organizacao e integridade dos acinos e ductos da glandula submandibular. Apos a
microinjecédo de solugdo com glicose (Figura 15, B) foi observado um padrdo da organizagédo

de &cinos e ductos semelhante & glandula que recebeu microinjecdo de salina.

FIGURA 15 — Histologia da glandula submandibular apés inje¢do de glicose ou salina na artéria
glandular

ND
Com salina

ND
Com glicose

Fotomicrografia representativa dos cortes seriados da glandula submandibular apds microinjecdo de Salina (A)
ou de solucdo glicosada (B), provenientes de animais ndodiabéticos. Aumento de 400x. Colora¢do Hematoxilina-

Eosina.
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5.5 Analise do fluxo salivar ap6s microinfusdo de florizina ou salina no ducto da

glandula submandibular

O fluxo salivar foi analisado apds injecdo intraperitoneal de pilocarpina, de acordo
com o peso de cada glandula, nos grupos ND-salina, ND-florizina, DS-salina, DS-florizina,
Dl-salina e DI-florizina (Figura 16). O fluxo salivar dos ratos ND-florizina aumentou 74%
(P < 0,05) comparado com ND-salina. O fluxo salivar diminuiu 61% em DS-salina
comparado com ND-salina. Verificamos que ocorreu um aumento (P < 0,05) de 216% em
DS-florizina quando comparado com DS-salina. O fluxo salivar aumentou 265% (P < 0,05)
em Dl-salina comparado com DS-salina. A florizina ndo promoveu alteragdes no grupo DI-
florizina comparado com o grupo DI-sal.

FIGURA 16- Fluxo salivar
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Ratos Nao-Diabéticos com inje¢do intraductal de salina (ND-salina), Nao-Diabéticos com injecdo intraductal de
florizina (ND-florizina), Diabético tratado com salina com injecéo intraductal de Salina (DS-salina), Diabético
tratado com salina com injecdo intraductal de Florizina (DS-florizina), Diabético tratado com insulina com
injecdo intraductal de Salina (DI-salina), Diabético tratado com insulina com injecdo intraductal de Florizina
(Dl-florizina). Valores sdo média £+ EPM. ANOVA One-Way, pos-teste Student Newman Keuls, * P < 0,05 vs
ND- salina; # P < 0,05 vs DS-salina.
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5.6 Concentracgdo de glicose salivar ap6s microinfusdo de florizina ou salina no ducto da

glandula submandibular

A concentracdo de glicose salivar (Figura 17) foi aumentada 630% e 558% (P < 0,05)
em DS-salina e DI-salina (respectivamente) quando comparados com ND-salina. De forma
semelhante, ocorreu aumento de 908% e de 1252% (P < 0,05) da concentracdo de glicose
salivar em DS-florizina e DI-florizina (respectivamente) quando comparados com ND-
florizina. Nao ocorreu diferenca na concentracéo de glicose entre ND-salina e ND-florizina e
também entre DS-salina e DS-florizina. A florizina também ndo alterou a concentracdo de

glicose em Dl-salina e DI-florizina.

FIGURA 17- Concentracao de glicose salivar
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Ratos Nao-Diabéticos com inje¢do intraductal de salina (ND-salina), Nao-Diabéticos com injecdo intraductal de
florizina (ND-florizina), Diabético tratado com salina com injecdo intraductal de Salina (DS-salina), Diabético
tratado com salina com injecdo intra-ductal de Florizina (DS-florizina), Diabético tratado com insulina com
injecdo intraductal de Salina (DI-salina), Diabético tratado com insulina com injecdo intraductal de Florizina
(Dl-florizina). Valores sdo média £+ EPM. ANOVA One-Way, pos-teste Student Newman Keuls,* P < 0,05 vs
ND-salina; # P < 0,05 vs ND-florizina.
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5.7 Excrecao de glicose salivar ap6s microinfusao de florizina ou salina no ducto da

glandula submandibular

A taxa de excrecéo de glicose salivar (Tabela 1) obtida entre a razdo do fluxo salivar
por grama de tecido e a concentracdo de glicose salivar foi maior (P < 0,05) em animais
diabéticos (DS-salina) quando comparado com animais nao-diabéticos (ND-salina).

Buscando avaliar a capacidade de captagdo de glicose pelo SGLT1, verificamos que
ocorreu aumento na taxa de excrecdo de glicose salivar (P < 0,05) de 158 % em animais DS-
florizina quando comparados com DS-salina e aumento (P < 0,05) de 64% em animais DI-
florizina em comparacdo com DI-salina. Apesar do aumento de 27% da excrecdo de glicose
salivar em ratos ndo-diabéticos com administracdo intraductal de florizina em comparacéao

com a administragéo intraductal de salina , ndo ocorreu diferenga significativa (P > 0,05).

TABELA 1- Excregdo de glicose salivar

ND-salina ND-florizina DS-salina DS-florizina Dl-salina DI-florizina

Média 254 324 810 20927 1998 3275/
EPM 109 98 91 192 124 682
n 6 6 4 4 2 3

Ratos Nédo-Diabéticos com injecdo intraductal de salina (ND-salina), Ndo-Diabéticos com injecdo intraductal de
florizina (ND-florizina), Diabético tratado com salina com injecdo intraductal de Salina (DS-salina), Diabético
tratado com salina com injecdo intra-ductal de Florizina (DS-florizina), Diabético tratado com insulina com
injecdo intraductal de Salina (DI-salina), Diabético tratado com insulina com injecdo intraductal de Florizina
(Dl-florizina). Valores sdo média + EPM. Teste T de Student.* P < 0,05 vs ND-salina; # P < 0,05 vs DS-salina;
f P <0,05 vs DI-salina.

5.8 Relacdo do fluxo salivar com a concentracdo de glicose ap6s microinfusdo de

florizina ou salina no ducto da glandula submandibular

A figura 18 mostra a relacdo entre a concentracdo de glicose salivar e secrecdo salivar.
Os animais ND-salina, ND-florizina, DS-salina, DS-florizina, DI-salina e DI-florizina ndo
apresentaram correlacdo de Pearson significativa (P > 0,05) entre a concentracdo de glicose
salivar e a secrecdo salivar. Quando foi realizada uma analise destes dois parametros entre
ratos que receberam microinjecdo de salina (ND-salina, DS-salina e DI-salina, cor preta)
também ndo ocorreu correlacdo de Pearson significativa (P > 0,05, cor preta). A analise de
correlacdo em ratos que receberam florizina (ND-florizina, DS-florizina, DI-florizina)

também ndo foi significativa (P > 0,05; cor vermelha).
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FIGURA 18- Rela¢éo do fluxo salivar com a concentragdo de glicose salivar
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Ratos Nao-Diabéticos com injecdo intraductal de salina (ND-salina), Nao-Diabéticos com injecédo intraductal de
florizina (ND-florizina), Diabético tratado com salina com injecdo intraductal de Salina (DS-salina), Diabético
tratado com salina com injecdo intraductal de Florizina (DS-florizina), Diabético tratado com insulina com
injecdo intraductal de Salina (Dl-salina), Diabético tratado com insulina com injecdo intraductal de Florizina
(Dl-florizina).

5.9 Relacdo da glicemia com a concentracdo de glicose salivar ap6s microinfuséo de

florizina ou salina no ducto da glandula submandibular

A figura 19 mostra a correlacao entre a glicemia e a concentracdo de glicose salivar. A
correlacdo de Pearson ndo foi significativa (P > 0,05) para ND-salina e ND-florizina. No
entanto, foi significativa (P < 0,05) para animais DS-salina (r*:0,943) e DS-florizina
(r:0,902). Quando foi realizada esta analise em ratos que receberam microinjecdo de salina
(ND-salina, DS-salina e Dl-salina, cor preta) ou florizina (ND-florizina, DS-florizina, DI-
florizina, cor vermelha) ocorreu correlacdo de Pearson significativa (P < 0,05; Salina:
r?:0,9094; Florizina: r:0,7719).
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FIGURA 19- Relagéo da glicemia com a concentracéo de glicose salivar
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Ratos Nao-Diabéticos com injecdo intraductal de salina (ND-salina), Nao-Diabéticos com injecédo intraductal de
florizina (ND-florizina), Diabético tratado com salina com injecdo intraductal de Salina (DS-salina), Diabético
tratado com salina com injecdo intraductal de Florizina (DS-florizina), Diabético tratado com insulina com
injecdo intraductal de Salina (DI-salina), Diabético tratado com insulina com injecdo intraductal de Florizina
(Dl-florizina).

5.10 Deteccdo por imunofluorescéncia do transportador de glicose GLUT2 em glandula

submandibular

A imunofluorescéncia para GLUT2 demonstrou, pela primeira vez, a expressdo desta
proteina em glandulas salivares. A analise da imunofluorescéncia para GLUT2 em células
ductais de glandula submandibular de ratos ND, DI e DS revelou marcacdo desta proteina em

membrana basolateral de ductos estriados em glandula submandibular (Figura 20, J-L).
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FIGURA 20- Localizacdo da proteina GLUT2 no ducto da glandula submandibular
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Ratos Nao-diabéticos (ND), Diabéticos salina (DS) e Diabéticos insulina (DI). (A-D) Marcagdo para F-actina
(marcador de membrana plasmética) em vermelho, (E) Controle Negativo, (F-H) marcacdo para GLUT2 em
verde e (I-L) sobreposicdo das mesmas fotomicrografias, para colocalizacdo da proteina GLUT2. As setas
indicam a marcagdo do GLUT2 na membrana basolateral dos ductos. Aumento 400x.
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6 DISCUSSAO

Uma série de estudos vem demonstrando que o fluxo e a composicdo salivar sdo
alterados em varias doencas sistémicas, entre elas o diabetes mellitus. Os achados do presente
estudo, podem contribuir para o entendimento da expressdo dos transportadores de glicose na
glandula salivar, o que pode fornecer uma melhor compreensdo da composicéo e do fluxo
salivar no diabetes. Neste contexto, os principais achados desse estudo foram:

1. Os sensores de glicose T1R2 e T1R3 foram descritos pela primeira vez em
glandulas salivares.

2. Apbés a microinjecdo de glicose na artéria glandular que irriga a glandula
submandibular, ocorreu aumento da translocacdo do SGLT1 para membrana luminal de
celulas ductais.

3. Apb6s a administracdo de florizina no ducto da glandula submandibular,
promovendo a inibicdo do transporte de SGLT1, ndo ocorreu reabsorcdo de agua neste
territorio em ratos ndo diabéticos e diabéticos, aumentando assim o fluxo salivar nesses
animais.

4. O transportador de glicose GLUT?2 foi descrito pela primeira vez em glandula

salivar.

6.1 Caracterizagdo dos animais e de suas glandulas salivares

Os parametros de peso corporal e ganho ponderal dos animais controles e diabéticos,
demonstraram a perda de peso nos animais, ap0s a inducdo do diabetes. Em animais
submetidos a insulinoterapia, a recuperacdo do peso corporal foi observada (Figura 9). Esses
resultados corroboram alguns estudos prévios (ANDERSON, 1987; FREITAS et al., 2007,
SABINO-SILVA et al., 2009). O diabetes mellitus provoca danos metabdlicos em varios
sistemas e 6rgdos, incluindo a reducdo no peso corporal e desestruturacdo de diferentes
tecidos, como demonstrado pela aterosclerose, retinopatias, nefropatias, distirbios sexuais e
alteracdes em processos de cicatrizagcdo (MAKINO et al., 1980; CALDEIRA et al., 2004).
Caldeira e colaboradores (2005) comprovaram que o diabetes provoca alteracfes estruturais
na glandula submandibular, levando a deficiéncias nos processos de manutengdo e renovagao
de tecidos, além de comprometer os mecanismos funcionais.

O tratamento com insulina mostrou-se eficaz, pois além dos animais deste grupo

reverterem substancialmente a perda de peso inicialmente causada pelo diabetes, apds o
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tratamento por 7 dias com insulina (Figura 9) eles também obtiveram uma reducéo substancial
da glicemia (Figura 10), dados que corroboram a outros estudos (ANDERSON, 1983; HE et
al., 2004, FREITAS et al., 2007). De acordo com Hu e colaboradores (1992), os niveis de
glicemia devem estar abaixo de 180 mg/dL em animais nao-diabéticos, enquanto animais
diabéticos devem apresentar glicemia acima de 400 mg/dL em um modelo eficaz do estado
diabético. Assim, os achados do presente estudo confirmam o estado diabético dos animais e
demonstram a parcial eficacia do tratamento com insulina no controle dos niveis glicémicos.

Na insulinoterapia com 6U diarias, observou-se a rever¢do parcial dos niveis
glicémicos. O aumento de peso corporal durante a insulinoterapia demonstra claramente que a
insulina esté contribuido para melhorar o controle do metabolismo da glicose. De acordo com
estudos anteriores, percebe-se a dificuldade de normalizar a glicemia durante a insulinoterapia
em ratos (FREITAS et al., 2008; OKAMOTO et al., 2011). Além disso, sabe-se que tanto o
excesso de insulina plasmatica, como a hiperglicemia promovem resisténcia a insulina
(BLONDEL; PORTHA, 1989; FREITAS et al., 2008; OKAMOTO et al., 2011).

Quando avaliou-se o peso das glandulas salivares submandibular, sublingual e
parétida apds a inducdo do diabetes (Figura 11), ndo evidenciou-se alteracGes nesse
parametro, o que corrobora a alguns estudos (ANDERSON, 1987; ANDERSON, GARRETT;
PROCTOR, 1990). Por outro lado, resultados divergentes foram observados (REUTERVING,
1986; MAHAY et.al., 2004; SABINO-SILVA et al., 2009) onde ocorreu reducdo do peso de
glandulas salivares de ratos diabéticos. Acreditamos que o diabetes e o tratamento com
insulina ndo foram capazes de alterar este parametro, o que pode estar relacionada a

severidade do diabetes e ao estado de hidratacao da glandula salivar.

6.2 Deteccao dos sensores de glicose TIR2 e T1R3 e sua participacdo na translocagdo do
SGLT1

A descricdo de novas proteinas que podem desencadear a translocacdo do SGLT1 é
essencial para desvendar a complexa regulacdo da expressdo deste cotransportador na
membrana luminal de céulas ductais de glandulas salivares. A expressdo do SGLT1 na
membrana luminal de células ductais aumentou apos a estimulacdo de fibras ganglionares
simpaticas que inervam as glandulas salivares, o que foi revertido pelo bloqueio da via dos
receptores B-adrenérgicos-adenilatociclase-AMPc-PKA por propranolol (SABINO-SILVA et
al., 2013). Além disso, os animais hipertensos SHR, que apresentam normoglicemia e

aumento da atividade simpatica para as glandulas salivares (SABINO-SILVA et al., 2010a),
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tiveram aumento da expressdo de SGLT1 na membrana luminal de células ductais em
glandulas paroétidas e submandibulares (SABINO-SILVA et al., 2013). Por outro lado, em
animais diabéticos foi demonstrado reducdo da atividade simpética para as glandulas salivares
(SABINO-SILVA et al., 2010a) e aumento da expressdo de SGLT1 na membrana luminal de
células ductais de glandulas salivares (SABINO-SILVA et al., 2009; SABINO-SILVA et al.,
2013), o que indica a presenga de uma via de regulacdo de translocacdo independente da
atividade simpaética. Corroborando a presenca desta via independe da atividade simpatica, foi
descrito um aumento adicional da presenca de SGLT1 em células ductais de glandulas
salivares de ratos SHR diabéticos que apresentam alta atividade simpaética para as glandulas
salivares (SABINO-SILVA et al., 2013). Desta maneira, buscou-se investigar a presenca de
um outra via intracelular envolvida na translocacdo do SGLT1 em células ductais.

Os monossacarideos luminais, metabolizaveis e ndo metabolizaveis, do epitélio
intestinal regulam a expressdo do SGLT1 em muitas espécies (VAYRO et al., 2001,
MARGOLSKEE et al., 2007). Os sensores de monossacarideos intestinais voltados para a
face externa da membrana luminal apresentam alta especificidade para glicose (DYER et al.,
2003). No intestino, a deteccdo de diferentes niveis de glicose luminal ocorre por meio da
ativacdo do heterodimero T1R2/T1R3 presente na membrana apical dos enterocitos
(MARGOLSKEE et al., 2007; KELLETT et al., 2008; STEARNS et al., 2010; MERIGO et
al., 2011). Dessa forma, a presenca de glicose ativa o heterodimero T1R2/T1R3 e inicia uma
sinalizagdo pela ativacdo da via da adenilatociclase-AMPc-PKA, independente do
metabolismo da glicose, o que leva ao aumento da expressdo do SGLT1 na membrana luminal
de enterdcitos (DYER et al., 2003).

Sabendo que a regulacdo da expressdo do SGLT1 na membrana apical de enterdcitos,
depende da presenca de glicose no lumen intestinal, acreditamos inicialmente que uma
regulacdo similar poderia ocorrer nas glandulas salivares. A analise dos estudos de imuno-
histoquimica mostrou a presenca dos sensores T1R2 (Figura 12) e T1R3 (Figura 13) na
membrana basolateral de células ductais de glandulas submandibulares, o que difere da
marcacdo apical em enterdcitos. Desta maneira, demonstramos pela primeira vez a presenca
dos sensores de glicose T1R2 e T1R3 nas glandulas salivares. Ndo temos conhecimento de
outros estudos que demonstraram estes sensores de glicose na membrana basolateral de outras
células. Desta forma, a presenca dos sensores de glicose T1R2 e T1R3 na membrana
basolateral de células ductais de glandula submandibular indica que a glicose presente no
liquido extracelular pode promover o aumento da ativacdo destes sensores, 0 que ndo ocorre

coma glicose presente na saliva.
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E importante destacar que a F-actina tem alta expressdo ancorada na face interna da
membrana plasméatica (SAARIKANGAS; ZHAO; LAPPALAINEN, 2010). No entanto, é
possivel que uma pequena parte da expressdo possa também ocorrer em células mioepiteliais
que ficam envoltas ao redor das células ductais pois com a F-actina, ndo é possivel a distin¢do
destas duas células comumente. Considerando a impossibilidade técnica de isolamento de
células ductais da glandula submandibular para quantificacdo da expressdo das proteinas
sensoras de glicose, ndo foi possivel uma analise da expressdo quantitativa da presenca destas
proteinas entre animais normoglicémicos e diabéticos.

Para avaliagcdo da participagdo funcional dos sensores de glicose na translocagéo do
SGLT1 em glandulas salivares, foi injetada uma solucao rica em glicose na artéria da glandula
submandibular direita e salina fisioldgica no lado oposto (sendo esta considerada um controle
autogeno). Com a administracdo de glicose na arteria espera-se que ela aumente sua
concentracdo no liquido extracelular e possa ativar os sensores de glicose da membrana
basolateral das células ductais. Roder e colaboradores (2014) também mostraram o papel do
SGLT1 na absorcdo intestinal de glicose ap0s administracdo intragastrica de solucdo
glicosada. A analise imuno-histoquimica para 0 SGLT1 demonstrou aumento na marcacao
desta proteina na membrana luminal das células ductais das glandulas que receberam a
solugdo com alta concentracao de glicose, o que indica um provavel papel funcional para os
sensores de glicose TIR2/T1R3 nas glandulas salivares.

Os sensores de glicose TIR2/T1R3 presentes em enterocitos podem ativar a PKA e a
fosforilacdo desta proteina pode promover a translocacéo de SGLT1 para a membrana luminal
de enterdcitos (DYER et al.,, 2003, MARGOLSKEE et al., 2007) e de células acinosas e
ductais de glandulas salivares (SABINO-SILVA et al., 2010a; SABINO-SILVA et al., 2013).
Isto sugere que em células ductais de glandulas salivares, o aumento da concentracdo de
glicose do liquido extracelular é detectado pelo heterodimero T1R2/T1R3, promovendo o

aumento da ativacdo da via da PKA e a translocacdo do SGLT1 para a membrana luminal.

6.3 Fluxos de agua e glicose em ductos de glandulas salivares

A descricdo do mecanismo de transporte de glicose através do SGLT1 e a
compreensdo da sua funcdo na glandula salivar sdo essenciais para compreender os fluxos de
glicose e de 4gua na secrecdo salivar.

A capacidade do SGLT1 transportar agua foi demonstrada em odcitos e em enterdcitos
(LOO; WRIGHT; ZEUTHEN, 2002; WRIGHT et al., 2004). Em células ductais de glandulas
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salivares foi demonstrado que o aumento de SGLT1 na membrana luminal de ratos diabéticos
e/ou hipertensos, estava relacionado com a reducdo da secrecdo salivar ndo-estimulada
(SABINO-SILVA et al., 2009; SABINO-SILVA et al., 2013). No entanto, o Unico trabalho
que realizou o blogueio farmacoldgico de SGLT1 na membrana luminal de células ductais,
ndo descreveu dados sobre o fluxo salivar nestas condi¢des (TAKAI; YOSHIDA; KAKUDO,
1983).

O epitélio ductal sempre foi considerado um territorio de permeabilidade muito baixa
para a agua (MARTINEZ, 1987), ou até impermeavel (TURNER; SUGIYA, 2002). E
importante destacar que a permeabilidade ndo foi avaliada em modelos experimentais que
apresentam reducdo da secrecdo salivar. Além disso, 0s experimentos originais de
microperfusdo de glandulas salivares foram realizados nas décadas de 60 e 70 (YOUNG,
1968; YOUNG et al., 1970; MARTIN; YOUNG, 1971; MANGOS et al., 1973) e ndo tem
sido revalidados nas Ultimas décadas. Desta forma, o presente trabalho pode promover uma
quebra de paradigma na informacdo de que os ductos salivares sdo praticamente
impermeéveis a agua mesmo em condicdes fisiologicas. Isto pode ser comprovado, pelo
aumento do fluxo salivar ap6s a administracdo de florizina intraductal em animais
normoglicémicos.

Além disso, o presente trabalho demonstrou que apds o blogqueio de SGLT1 ductal
com florizina, ocorreu um maior aumento proporcional do fluxo salivar em ratos diabéticos
comparado com os ndo-diabéticos, o que corrobora 0 aumento da expressdao do SGLT1 em
células ductais de glandulas submandibulares de animais diabéticos (SABINO-SILVA et al.,
2009; SABINO-SILVA et al., 2013). Isto também pode indicar que ocorre manutencao da
funcdo do SGLT1 ap6s o aumento da translocacdo nesta condicdo experimental. Desta
maneira, propomos que a florizina, ao bloquear o SGLT1, diminui a reabsorcdo de agua por
estes transportadores, aumentando assim o fluxo salivar.

Em outros territorios a florizina promove bloqueio do transporte de agua. Nos rins, a
florizina aumenta a depuracdo de agua renal (BISHOP et al., 1978) e ela interfere com a
circulacdo de agua nas preparacdes intestinais in vitro, aumentando o volume de fluido no
intestino (PARSONS; SMYTH; TAYLOR, 1958).

A reducdo do fluxo salivar estimulado por pilocarpina em animais diabéticos (que
receberam microinjecdo intraductal de salina) corrobora outros trabalhos da literatura que
demonstraram reducdo da secrecdo salivar em diabéticos (CONNER et al., 1970; DODDS;
YEH; JOHNSON, 2000; CARDA et al., 2006), mas difere de outros estudos (DODDS;
DODDS, 1997; MEURMAN et al., 1998; SOARES et al.,2004; AYDIN, 2007). A diminui¢do
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do fluxo salivar encontrada em diabéticos pode ser causada pelo aumento da diurese
(poliuria), que consequentemente, diminue o liquido extracelular consideravelmente, e como
consequéncia, diminui a producdo de saliva. Essa diminuicdo da producéo de saliva, pode ser
multifatorial, e ocorrer devido a presenca de infiltrados de células gordurosas nas glandulas
salivares, neuropatias que afetam as glandulas salivares, diminuicdo da atividade simpatica e
parassimpatica, e também devido ao uso de drogas para o tratamento do diabetes (SHARON
et al., 1985; TENOVUO et al., 1986; PAL, et al., 2003; CARDA et al., 2006; SABINO-
SILVA, 2010a).

E importante reiterar o provavel percurso da molécula de glicose do sangue até o
lamen salivar antes de discutir os dados de reabsorcao de glicose ductal. Devido a presenca
dos capilares fenestrados a concentracdo de glicose plasmatica e do liquido extracelular séo
semelhantes. Acredita-se que a glicose use a rota paracelular, em um fluxo acoplado com a
agua, entre as celulas acinosas de glandulas salivares para atingir o limen (TAKAI;
YOSHIDA; KAKUDO, 1983). No sistema ductal foi descrito apenas o transportador SGLT1
na membrana luminal (SABINO-SILVA et al., 2009). Dados ainda ndo publicados do nosso
grupo indicam a presenca do transportador de glicose GLUT1 na membrana basoteral de
células ductais de ratos normoglicémicos e diabéticos.

A glicose € uma molécula pequena capaz de mover-se facilmente através das
membranas dos vasos sanguineos, passando do plasma sanguineo para o liquido extracelular e
apos ao fluido gengival. O fluido gengival pode se misturar a saliva através do sulco gengival
(BELAZI et al., 1998). Desta maneira, a concentracdo glicose da saliva coletada
diretamentante da cavidade oral pode ser diferente da saliva coletada diretamente do ducto de
glandulas salivares.

No presente trabalho, a concentracdo de glicose salivar foi aumentada em animais
diabéticos tratados com salina e florizina quando comparada com seus respectivos controles
normoglicémicos. Porém, a florizina ndo promoveu efeito na concentracdo de glicose dos
animais normoglicémicos tratados com salina, quando comparados com 0s normoglicémicos
tratados com florizina.

O aumento da concentracdo de glicose salivar em ratos normoglicémicos promovido
pela florizina injetada dentro do ducto da glandula submandibular foi descrito por Takai e
colaboradores (1983), no qual a estimulacdo da secrecéo salivar ocorreu pelo estimulo elétrico
do nervo corda-lingual que inerva a glandula submandibular. Este estudo também demonstrou
que a relagdo entre a concentracdo de glicose e taxa de fluxo salivar era independente do fluxo

em animais controles e foi observada uma hipérbole retangular com o aumento dos niveis de
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glicose sob fluxo salivar diminuido ap6s administracdo de oubaina (um antagonista da bomba
de sddio-potéssio- ATPase) na artéria submandibular, o que mimetiza a agdo da florizina na
membrana luminal. Desta maneira acreditamos que a falta de efeito da florizina em animais
normoglicémicos pode ter ocorrido devido a concentragdo de glicose salivar muito elevada
(40,6 mg/dL) em um animal ND-salina. No caso dos diabéticos, em que se espera um
aumento da captacdo de glicose, acreditamos que a explicacdo pode ocorrer por um efeito
relacionado ao fluxo salivar ap6s a administracéo de florizina.

Pelo nosso conhecimento, a relagdo entre a concentragdo de glicose salivar e a
secrecdo salivar estimulada por pilocarpina coletada diretamente do ducto de glandulas
submandibulares foi demonstrada pela primeira vez na literatura. N&o foi observada
correlacdo entre esses dois parametros.

O efeito de captacdo de glicose pelo SGLT1 foi demonstrado pela avaliacdo da
excrecdo total de glicose entre animais com glicemias similares, em que se espera
concentracdo de glicose salivar semelhantes na saliva priméaria e na saliva secretada na
cavidade oral. Como esperado a excrecdo de glicose foi aumentada com a presenca de
florizina no limen dos ductos salivares nos diabéticos e diabéticos tratados com insulina.
Porém, apesar do aumento de 27% da excrec¢do de glicose salivar em ratos ndo-diabéticos com
administracdo intraductal de florizina em comparacdo com a administracdo intraductal de
salina, ndo houve diferenca estatistica.

Ja era conhecido a presenca da expressao do mRNA do gene SLC2A2 em glandulas
salivares (JURYSTA et al., 2013) e pelo nosso conhecimento, o presente estudo identificou o
transportador de glicose GLUT2 pela primeira vez em células ductais de ratos diabéticos
(Figura 20). O GLUT?2 é um transportador de glicose, que possui uma baixa afinidade e alta
capacidade de transporte de glicose (MUECKLER, 1994). Estudos mostram que o GLUT2
também pode ser recrutado das vesiculas intracelulares para a membrana basolateral,
permitindo o transporte de glicose para o intersticio em ratos diabéticos (MARKS et al., 2003)
juntamente com o GLUT1.

Estudos realizados em criangas diabéticas, onde a saliva estimulada foi coletada de
glandulas paroétidas, apresentaram correlacdo entre a concentracdo de glicose salivar e a
glicemia (REUTERVING et al., 1987; KARJALAINEN; KNUUTTILA; KAAR, 1996). Estes
dados estdo de acordo com presente estudo, que mostrou correlacdo significativa entre a
glicemia e a concentracdo de glicose salivar em animais normoglicémicos e diabéticos, porém

difere de outros estudos, onde esta correlacdo ndo foi identificada (KIJELLMAN, 1970a;
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FORBAT et al., 1981; BEN-ARYEH et al., 1988; CARDA et al., 2006; JURYSTA, et al.,
2009; VASCONCELOS et al., 2010).

Vérios fatores podem ser responsaveis pelas diferencas entre a correlagdo das
concentracdes de glicose no sangue e na saliva devido a diferenca no método de coleta da
saliva. Entre estes fatores estdo a retengéo oral de carboidratos alimentares (HASE et al.,
1994), a utilizacdo da glicose pelas bactérias orais (JONG et al., 1984) e a liberacdo de
carboidratos a partir de glicoproteinas salivares (LEACH; CRITCHLEY, 1966; LEACH,;
MELVILLE, 1970). Além disso, a presenca do fluido gengival, que apresenta alta
concentracdo de glicose, pode alterar a concentracéo de glicose da saliva coletada na cavidade
oral. Esta liberacdo do fluido gengival é aumentada em pacientes com gengivites e
periodontites (KIELLMAN, 1970b; FICARA et al., 1975).

Multiplos fatores fisiologicos podem contribuir para comprometer a funcdo salivar no
diabetes mellitus frequentemente devido a alteragdes hormonais, microvasculares e neuronais,
0 que compromete a funcionalidade de varios orgdos (CHAVEZ et al., 2000). AlteracGes
microvasculares sdo capazes de comprometer a habilidade das glandulas salivares de
responder a estimulacdo hormonal ou neural. Além disso, a secrecao salivar é controlada pelo
sistema nervoso autdbnomo, e isto possibilita que a neuropatia possa interferir com a
habilidade de responsta individual a estimulacdo das glandulas salivares, alterando o fluxo e
composicao salivar (VASCONCELOS et al., 2010).

Em resumo, a figura 21 ilustra o percurso sugerido para as moléculas de dgua e glicose

em células ductais de animais controles e diabéticos.
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FIGURA 21 - Modelo ilustrativo da ativacdo dos sensores de glicose TIR2/ T1R3 e do mecanismo de
reabsorcao de glicose e agua via SGLT1 e GLUT2 em células de ducto estriado de glandulas
submandibulares.

Glicose
Na*, i HO

Células
ductais

Fonte: Autor, 2014.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho mostram pela primeira vez a presenca de sensores
de glicose T1R2 e T1R3 na membrana basolateral de células ductais de glandulas
submandibulares de animais normoglicémicos e diabéticos. Acreditamos que 0S sensores
T1R2 e T1R3 estimulados pela glicose proveniente do liquido extracelular, sofrerdo uma
mudanca conformacional que promovera a liberagdo da subunidade a de proteinas G. Logo
apos ocorrera a ativacdo da adenilatociclase, produzindo AMPc, que ativa a via da PKA, que
ao liberar a subunidade catalitica, causara a transloca¢do do SGLT1. Propomos assim que 0
SGLT1 ira captar a glicose proveniente do limen ductal, que intracelularmente poderéa ser
metabolizada ou reabsorvida para o LEC, via transportador de glicose GLUT2 na membrana
basolateral. Sendo assim, propomos uma nova via de ativagdo molecular que promove
translocacdo do SGLT1 em glandulas salivares.

Adicionalmente, demonstrou-se que a presenca de glicose no meio extracelular induz
0 aumento da expressdo da proteina SGLT1 em membrana luminal de célula ductal, indicando
que nestas condicbes a reabsorcdo glandular de glicose e agua esteja aumentada. Este
aumento de reabsorcao de agua pode ser um mecanismo importante para reducao da secrecao
salivar no diabetes. Desta forma, estes achados contribuem para o entendimento das
alteracdes de fluxo salivar e composicdo da saliva frequentemente associadas ao diabetes

mellitus.
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