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Efeito da laserterapia sobre IGF-1 nas glandulas
submandibulares e parotidas de animais diabéticos
induzidos por estreptozotocina

e Danielle Lima Corréa de Carvalho Department of Biomaterials and Oral Biology, School of Dentistry, University of Sao
Paulo, Sdo Paulo, SP, Brazil * José Nicolau Department of Biomaterials and Oral Biology, School of Dentistry, University of
Sao Paulo, Sao Paulo, SP, Brazil » Alyne Simées Department of Biomaterials and Oral Biology, School of Dentistry, University
of Sao Paulo, Sao Paulo, SP, Brazil

RESUMO | O Diabetes mellitus é um distarbio metabolico de etiologia multipla, caracterizado por hiperglicemia, podendo ocasio-

DESCRITORES |

ABSTRACT |

nar disfuncoes e faléncias de 6rgaos e tecidos, incluindo as glandulas salivares. Estudos demonstraram uma diminui-
¢ao da glicemia de ratas diabéticas com o uso de laser de baixa poténcia (LBP) em glandulas salivares; no entanto, o
mecanismo de agdo do laser sobre o metabolismo dos carboidratos ainda é desconhecido. Assim, o objetivo do presente
estudo foi analisar o efeito da irradiacdo com LBP na concentragido de IGF-1 nas glandulas parétidas e submandibu-
lares de ratas diabéticas induzidas por estreptozotocina. Trinta e oito ratas da raca Wistar receberam uma injegio
intraperitoneal de estreptozotocina ou de tampao conforme o grupo ao qual pertenciam, C (controle) ou D (diabetes).
Posteriormente, as ratas foram divididas em 4 subgrupos (Co, Do, C5 e D5), de acordo com a dose de irradiacao rece-
bida (0 ou 5 J/cm?). Ap6s 29 dias da indugdo, os animais foram submetidos a simulacao ou a irradiagdo. Apoés vinte e
quatro horas, os animais foram sacrificados e as glandulas salivares, coletadas para a anélise da concentragio de IGF-1.
No dia do sacrificio, a glicemia dos animais diabéticos que receberam irradiac@o estava diminuida quando comparada
com a glicemia de diagndstico (p < 0,05). A concentragdo de IGF-1, entretanto, ndo sofreu influéncia da irradia¢ao. Com
base nesses resultados, podemos concluir que o LBP pode alterar a glicemia dos animais diabéticos; no entanto, esse

efeito parece nao estar relacionado com a concentragao de IGF-1.

Diabetes Mellitus; Glicemia; Fator de Crescimento Insulin-Like I; Terapia a Laser; Glandulas Salivares.

Effect of laser therapy on IGF-1 in the parotid and submandibular glands of streptozotocin-induced diabetic rats * Diabetes mellitus is a
metabolic disease of multiple etiologies that leads to hyperglycemia and can cause numerous dysfunctions and failure of organs and
tissues, including the salivary glands. Some studies using diabetic rats have shown a decrease in glucose blood concentration when
low-power laser (LPL) was used on salivary glands; however, the mechanism of action of lasers on carbohydrate metabolism is yet
unknown. Thus, the aim of this study was to assess whether LPL irradiation on salivary glands can change the IGF-1 concentration of
diabetic rats. Thirty-eight female rats were divided into 4 groups: Do and D5 (diabetic animals) and Co and C5 (control animals), res-
pectively irradiated with o and 5 J/cm?. Diabetes was induced by administration of streptozotocin and confirmed later by the glycaemia
results. Twenty-nine days after induction, the parotid and submandibular glands of groups D5 and C5 were irradiated with a diode
laser. Twenty-four hours after irradiation, the animals were sacrificed and their salivary glands were collected to assess IGF-1 concen-
tration. Diabetic animals that received irradiation showed lower glucose concentration on the day of sacrifice in comparison with the
day they had been diagnosed (p < 0.05); however, IGF-1 concentration was unchanged by irradiation. Based on the results of this study,
it was concluded that LPL irradiation can decrease blood glucose concentration of diabetic animals; however, this effect appears to be
unrelated to the concentration of IGF-1.

DESCRIPTORS | Diabetes Mellitus; Blood Glucose; Insulin-Like Growth Factor I; Laser Therapy; Salivary Glands.
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus é um distarbio metaboli-
co de etiologia miultipla caracterizada pela falta
parcial ou total de insulina, por meio da producao
insuficiente de insulina pelo pancreas ou pela inca-
pacidade do organismo em utilizar efetivamente a
insulina produzida, causando uma hiperglicemia
cronica, um dos principais fatores relacionados
com as complicacoes do diabetes.!

Com o passar do tempo, a hiperglicemia oca-
siona algumas complicacoes no paciente diabéti-
co, como, por exemplo, disfungoes e faléncias em
alguns 6rgaos como rins, olhos e coragao, além de
alteracdes nos sistemas vascular e nervoso.2 Na ca-
vidade oral, as complicacoes relacionadas a hiper-
glicemia sdao gengivite, periodontite, carie dental,
candidiase oral, perda de osso alveolar e xerosto-
mia.3s

Alguns estudos com modelos animais verifica-
ram que a hiperglicemia altera bioquimicamente as
glandulas salivares parotidas e submandibulares
de ratos diabéticos induzidos quimicamente por es-
treptozotocina.t2

Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesqui-
sa analisaram o efeito de algumas terapias sobre as
alteracoes que o diabetes pode causar nas glandulas
salivares e na glicemia, como o tungstato de sddio
e a terapia com laser de baixa poténcia (Laser Pho-
totherapy, LPT).%**13 Simoes et al.** e Ibuki et al.®
observaram que a LPT atua revertendo algumas
alteracoes bioquimicas encontradas em glandulas
salivares de animais diabéticos, principalmente re-
lacionadas com estresse oxidativo, e atua também
diminuindo a glicemia dos animais irradiados.'3
No entanto, o mecanismo de acdo da LPT sobre o
metabolismo dos carboidratos nao é conhecido.

Uma vez que o insulin-like growth factor 1 (IGF-
1) é sintetizado e secretado pelas glandulas saliva-
res e que possui uma estrutura tridimensional se-
melhante a insulina — sugerindo que o IGF-1 possa
mimetizar algumas das atividades metaboélicas da
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insulina como, por exemplo, auxiliar no controle
glicémico —,'4® o objetivo deste estudo foi analisar
se a irradiagdo com laser de baixa poténcia é capaz
de atuar na concentracdo de IGF-1 das glandulas
parétidas (GPs) e submandibulares (GSMs) de ratas
diabéticas induzidas por estreptozotocina, o que
poderia justificar a diminui¢do na glicemia obser-
vada nos trabalhos anteriores realizados em ani-
mais diabéticos irradiados.

MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

Trinta e oito ratas adultas da raca Wistar do
Biotério do Laboratoério de Biologia Oral da Facul-
dade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo
(FOUSP), com peso corporal de aproximadamente
200 g, foram utilizadas, as quais foram mantidas
em gaiolas individuais durante todo o periodo ex-
perimental. Os animais foram divididos em dois
grupos, Controle (C) e Diabetes (D), e aleatoria-
mente subdivididos em quatro grupos de acordo
com a dose de irradiacao laser recebida, sendo Co
e Do as denominacGes dos animais controle e dia-
béticos, respectivamente, que receberam somente
uma simula¢ao de irradiacao (0 J/cm?2), e C5 e D5
as denominacoes dos animais controle e diabéti-
cos, respectivamente, que receberam 5 J/cm2 de
irradiagdo.

O diabetes mellitus foi induzido apds um peri-
odo de 15 horas de jejum, com uma injecao intra-
peritoneal de estreptozotocina (60 mg/kg de peso
corporal) dissolvida em tampao de citrato de soédio
0,1 M, pH 4,5 (Grupo D). Os animais do Grupo C
receberam somente uma injecao do veiculo. A gli-
cemia de diagnostico foi aferida 72 horas apés a in-
ducao do diabetes, e os animais com glicemia igual
ou superior a 250 mg de glicose/dL de sangue fo-
ram considerados diabéticos.

Apbs 29 dias da confirmacdo do estado diabéti-
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Figura 1 | Peso inicial e final (g) 300 -
para os diferentes grupos. As colunas
representam os valores médios

e as barras, o desvio padrao. As
letras diferentes indicam diferenca
estatistica (p < 0,05) entre os 200

grupos (CO, C5, D0 e D5) e

tempos experimentais (inicial ~ 150

e final; CO,n=10;C5,n=8;

DO, n=10; D5, n = 10).

9)

Peso

100

50

co, os animais foram anestesiados com ketamina e
xilasina, tricotomizados e irradiados na regido das
GSMs e GPs e sacrificados 24 horas apo6s a irradia-
¢ao. Nos animais dos Grupos Co e Do, foi feita so-
mente uma simulacdo da irradiacao.

Um laser de diodo InGaAlP (Photon Lase III;
DMC Equipamentos Ltda., Sao Carlos, SP, Brasil),
com comprimento de onda de 660 nm e area do
spot de 0,028 cm?, do Laboratério de Biologia Oral
da FOUSP, foi utilizado para o estudo, com potén-
cia fixa em 70 mW e com tempo de irradiacao de 2 s
por ponto para os Grupos Cj5 e D5, sendo a energia
por ponto de 0,14 J e a densidade de energia de 5 J/
cm?. Os animais foram irradiados uma tnica vez,
de maneira pontual e em contato, no total de 40
pontos (5,6 J de energia total por area) na regiao
de cada GP e nas duas GSMs de uma vez (sendo 3
areas de irradiacao). Cada area foi demarcada com
um circulo de aproximadamente 1,13 cm2.

Os animais foram eutanasiados 24 horas apds a
irradiaciao por destroncamento medular apds anes-
tesia com ketamina /xilasina. Para a analise da con-
centracao de IGF-1, as glandulas foram removidas
imediatamente, limpas de tecidos aderentes, prensa-
das entre placas de aluminio e mantidas em gelo seco
até serem armazenadas em freezer a —80°C, onde

permaneceram até o momento de sua utilizagio.
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As analises da glicemia (de diagnoéstico e de sa-
crificio) foram realizadas com um glicosimetro co-
mercial (Accu-Check Advantage; Roche Brasil, Sao
Paulo, SP, Brasil). Para a determinagdo da concen-
tracao de IGF-1 nas GSMs e GPs, foi utilizado um
kit para ELISA (enzyme-linked immune-sorbent
assay; AbFrontier’s rat IGF-1 ELISA Kit; Young In
Frontier Co., Ltd., Seoul, Coreia), adaptado para
glandulas salivares.

Os resultados foram analisados pelo teste estatis-
tico de analise de variancia (ANOVA) e teste de con-
traste de Tukey. Adotou-se uma significancia de 5%.

RESULTADOS

Ao final dos 30 dias do experimento, os animais
diabéticos tiveram uma tendéncia de perda de peso,
sendo esta significativa somente no grupo diabético
irradiado (p < 0,05; Figura 1). A ingestao de racao
e o consumo de agua apresentaram um aumento
significativo para os grupos Do e D5 quando com-
parados, respectivamente, com os grupos Co e C5
(p < 0,05; Tabela 1).

Os animais dos grupos Do e D5 apresenta-
ram uma média de glicemia de diagnostico de
502,10 mg e 570,60 mg de glicose por dL de san-
gue, respectivamente, e os animais dos grupos
Co e Cs, de 92,2 mg e 111,25 mg de glicose por dL



Tabela 1 | Médias e desvio padrao

Carvalho DLC ¢ Nicolau J ¢ Simoes A °

Controle Diabetes
da ingestao de racao (g/semana) e ) ) ) )
do consumo de agua (mL/semana) 0J/em 5J/em 0J/em 5J/em
para os diferentes grupos. Letras Agua 82,25+8,40B 86,56+ 8,84 B 528,5 £ 63,45 A 516,5+ 32,97 A
diferentes representam diferenca  (mL/semana) (n=10) (n=38) (n=10) (n=10)
estatisticamente significante dentro comiga | 66,37 +11,73B | 63,75+9,93B = 99,62+1795A | 108,50+ 6,68 A
das linhas (p <0,05).  (g/semana) (n=10) (n=8) (n=10) (n=10)
Figura 2 | Glicemia inicial (diagndsti- 700 -
co) e final (sacrificio; em jejum) para os B B B

diferentes grupos. As colunas repre-
sentam os valores médios e as barras
o desvio padrao. As letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p < 0,05)
entre os diferentes grupos (CO, C5, DO
e D5) e tempos experimentais (inicial e
final; CO,n=10;C5,n=8§;

DO, n = 10; D5, n = 10).

600

w Py w1
o o o
o o o

mg glicose/dL sangue

N
o
o

de sangue, respectivamente. A glicemia aferida
no dia de sacrificio, entretanto, foi de 498,30 mg
e 286,54 mg de glicose por dL de sangue para os
grupos Do e D5, respectivamente, e de 85,60 mg e
93,87 mg de glicose por dL de sangue para os gru-
pos Co e Cs, respectivamente. No grupo D5, hou-
ve uma diminuicao significativa na glicemia final
quando comparada com sua respectiva glicemia
inicial (p < 0,05; Figura 2).

Em relacdo a concentracdo de IGF-1, observa-
mos que, em glandulas salivares paro6tidas e sub-
mandibulares, ndo foram vistas diferengas esta-
tisticamente significantes entre os animais dos
grupos controle e diabetes (dados nao mostrados),
independentemente do grupo de irradiacao ao qual
pertenciam. Porém, ao se comparar a concentragao
de IGF-1 nas glandulas paro6tidas e submandibula-
res na mesma condicao sistémica (controle ou dia-

betes), foi observado um aumento na concentracao

mF

de IGF-1 para as glandulas parétidas em compara-
¢do com as glandulas submandibulares (p < 0,05;
Figura 3a e 3b, respectivamente para animais con-
troles e diabéticos).

DISCUSSAO

Como a LPT tem demonstrado efeito sobre a
glicemia dos animais diabéticos'**# e sobre a con-
centracao do IGF-1 em alguns tecidos, além de este
estar relacionado com a homeostase da concentra-
¢ao de glicose, o presente estudo teve como objeti-
vo analisar a concentracao de IGF-1 nas glandulas
parétidas e submandibulares de animais controles
e diabéticos que receberam ou ndo a laserterapia.

A perda de peso observada nos animais diabéti-
cos, além do aumento na ingestao de racao e agua,
condiz com a literatura que afirma que perda de
peso, fraqueza, polifagia, polidipsia e polidria sao
alguns dos sinais e sintomas que caracterizam o
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Figura 3 | Concentracao de IGF-1 0,6

(pg/mL) das glandulas submandibulares (a)
(SM) e parétidas (P) para os animais 0,5
controles (a) e diabéticos (b). As
colunas representam os valores médios
e as barras, o desvio padrao. As letras
diferentes indicam diferenca estatistica
(p < 0,05) entre as glandulas SM e P que
receberam determinada irradiacao
(0 ou 5J/cm? CO, n=8;C5, n = 10; 0,2

DO, n = 10; D5, n=10).
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diabetes mellitus, sendo este também caracteriza-
do pela hiperglicemia, dado este também encontra-
do neste trabalho.®-2!

O diabetes experimental induzido quimicamen-
te por estreptozotocina afeta as glandulas saliva-
res, além de outros tecidos, sendo que esta droga
age pela destruicdo das células beta do pancreas,
levando a alteragbes no metabolismo de carboidra-
tos, proteinas e lipideos.?>23

As glandulas salivares sofrem intimeras alte-
racoes devido ao diabetes mellitus induzido qui-
micamente, como, por exemplo, alteracGes nas
atividades do glicogénio, o qual é a principal for-
ma de armazenamento de glicose nos tecidos de
mamiferos. Em um estudo de Nicolau et al.,>* foi
demonstrado que o diabetes causa um actimulo de
glicogénio nas glandulas paroétidas e submandibu-
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lares por meio de um aumento da atividade da gli-
cogénio sintase e uma diminuicdo da atividade da
glicogénio fosforilase. Outro estudo demonstrou
que a atividade especifica da hexoquinase estava
aumentada em animais diabéticos, interferindo no
metabolismo de carboidratos.” Além disso, ja foram
descritas alteracGes nas enzimas do sistema antio-
xidante, e j4 é de conhecimento que o aumento da
glicemia e os excessos de espécies reativas de oxi-
génio estdo associados com as complicacoes do dia-
betes.'225

Além dessas alteracoes descritas anteriormente,
ja foi observado que o diabetes causa diminuicio
na atividade da amilase, aumento da peroxidase e
catalase, aumento na concentracao de malondial-
deido, acido sialico livre e total e reduc@o na con-
centracdo de proteina total das glandulas salivares



de animais diabéticos. Além disso, foi observada
também a presenca de vactiolos lipidicos nas glan-
dulas salivares desses animais, sendo que essas
alteracoes bioquimicas e estruturais podem estar
relacionadas a hipofuncgio das glandulas salivares
relacionada ao diabetes.-8:10-12:24.25

Alguns estudos prévios do nosso laboratério ob-
jetivaram minimizar os efeitos deletérios do diabe-
tes sobre as glandulas salivares, como o estudo de
Leite e Nicolau,’ que utilizaram o tungstato de s6-
dio, o qual possui propriedades antidiabetdgenicas.
Nesse estudo, os animais diabéticos receberam um
tratamento com tungstato de so6dio durante dois
tempos experimentais de 2 e 6 semanas, e a glan-
dula paroétida foi analisada. Foi observado pelos au-
tores que a glicemia final, do dia da eutanasia, es-
tava diminuida quando comparada com a glicemia
inicial (diagnostico) dos animais que foram trata-
dos por 2 semanas. Observaram-se também uma
diminuicdo da concentracido de proteinas totais e
um aumento da atividade das enzimas amilase e
peroxidase, além de um aumento da concentracao
de acido sialico livre e total quando comparadas
com as dos animais nao diabéticos, sugerindo uma
mudanca de composicao na glandula parétida.®

Além do tungstato de s6dio, nosso grupo de pes-
quisa vem estudando o efeito da laserterapia (LPT)
sobre as glandulas salivares de animais diabéticos
induzidos por estreptozotocina, assim como o efei-
to da LPT sobre a concentracio da glicemia desses
animais. Foi observada uma diminuicao da glice-
mia final, quando comparada com a glicemia ini-
cial, nos animais que receberam irradiacao. Além
disso, Simdes et al.* observaram uma diminui¢io
dos vactolos lipidicos nas glandulas salivares paro-
tidas, sugerindo uma possivel alternativa para au-
xiliar no tratamento da hipofuncao das glandulas
salivares causadas pelo diabetes."

Uma vez que em glandulas salivares foi obser-
vada a presenca de IGF-1, que é sintetizado nas cé-
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lulas acinares, especialmente na regiao dos ductos
secretores, em humanos e roedores,?*?® e que em
outros tecidos ja foi observado que a LPT pode es-
timular a producao de IGF-1,293! este trabalho foi
o primeiro a analisar se a irradiacdo com laser de
baixa poténcia é capaz de alterar a concentracao de
IGF-1 nas glandulas salivares, o que poderia estar
relacionado com a diminuic¢do da glicemia observa-
da nos animais irradiados.

Nossos dados claramente mostram a presenca
de IGF-1 nas glandulas salivares de animais diabé-
ticos e nao diabéticos, tanto nas submandibulares
quanto nas parotidas; porém, os animais irradia-
dos nao apresentaram alteracdo na concentracao
de IGF-1, muito embora a glicemia de sacrificio te-
nha diminuido em relacao a glicemia de diagnosti-
co, apos a irradiacio, como também observado por
Simoes et al."* e Ibuki et al.3

Sabe-se que os parametros de irradiacdo in-
fluenciam os resultados apresentados; dessa forma,
outros estudos com LPT, IGF-1, glicemia e outros
fatores relacionados com a hiperglicemia sdo im-
portantes para que possamos entender como a la-
serterapia age na concentracao da glicemia, e para
gerar um consenso sobre os parametros adequados
para a utilizacao da laserterapia como auxiliar no
tratamento das complicacGes do diabetes.

Com base nos dados obtidos, podemos concluir
que a alteracdo da glicemia dos animais diabéticos
irradiados com laser de baixa poténcia parece nao
ter relacdo com a concentraciao de IGF-1 nas glan-
dulas salivares parotidas e submandibulares, den-
tro do protocolo utilizado neste estudo.
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