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RESUMO GERAL

As B-glucanas (BGs) sdo polissacarideos que podem ser obtidos da parede celular de
fungos, bactérias e plantas. Conhecidas pela sua agdo funcional como fibras sollveis, as
B-glucanas apresentam efeitos metabolicos e de modulagdo imunoldgica. O presente
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do tratamento com diferentes niveis de -
Glucana (BG) isoladas de Saccharomyces cerevisae sobre o perfil metabolico e
inflamatorio de ratos diabéticos induzidos por injecéo intraperitoneal de estreptozotocina
e com doenca periodontal (DP), induzida por ligadura. Um total de 40 ratos wistar foram
distribuidos aleatoriamente em cinco grupos (n=8) e estes foram tratados por gavagem
com BGs durante 28 dias com as respectivas dosagens de: 0mg/kg; 10mg/kg; 20mg/kg;
40mg/kg e 80mg/kg. No décimo quarto dia foi realizada a ligadura nos primeiros molares
inferiores bilateralmente. Ao final do periodo, os animais foram eutanasiados e os niveis
séricos de colesterol total (CT), triacilglicerdis (TAG) e lipoproteinas de alta densidade
(HDL-C) bem como as lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL-C+VLDL-
C) foram determinados. A reabsorcdo dssea alveolar foi verificada atraves da analise
morfométrica. Os dados foram avaliados por Andlise de Variancia seguido do teste
Dunnett a 5% (p< 0,05). Houve menor reabsorcdo dssea alveolar bem como reducéo da
glicemia e TAG a partir da dose de 40mg/kg (p< 0,05). No entanto para as variaveis CT,
LDL-C+VLDL-C e HDL-C somente foram encontrados beneficios significativos na dose
de 80mg/kg (p< 0,05). Conclui-se que houve efeito dose - dependente das BGs na
prevencdo da reabsorcdo Gssea alveolar, bem como sobre pardmetros metabdlicos em
ratos diabéticos com doenca periodontal.

Palavras-chave: Diabetes mellitus, doencas crénicas, fibras alimentares, inflamacéo,

periodontite



GENERAL ABSTRACT

B -glucans (BGs) are polysaccharides, which can be extracted from fungi, bacteria, and
plant cell walls. Because they act as soluble fibers, BGs have metabolic and
immunological modulating effects. This work aimed to evaluate the effect of a treatment
using different levels of Saccharomyces cerevisae-isolated BG on both the metabolic and
the inflammatory profile of rats induced to periodontal disease by means of ligature and
to mellitus diabetes (streptozotocin via intraperitoneal). Forty wistar rats were randomly
allocated in 5 groups (n=8) and then administered with BGs (Omg/kg, 10mg/kg, 20mg/kg,
40mg/kg, and 80mg/kg) for 28 days. After 14 days, the ligature was bilaterally performed
on the first lower molars. On the 28th day, euthanasia was performed on the animals. The
levels of total cholesterol CT, tricilglicerois (TAG), high-density lipoproteins (HDL-C),
low density and very low-density lipoproteins (LDL-C+VLDL-C) were determined.
Alveolar bone loss was found by morphometric analysis. Data were analyzed by using
Variance Analysis followed by Dunnett test (p<0.05). Alveolar bone reabsorption as well
as glicemia and TAG reduction were found to be lower from 40mg/kg dosage (p<0.05).
However, for the CT, LDL-C+VLDL-C, and HDL-C variables, significant benefits were
only found when 80mg/kg BG was used. It can be conclued that B glucans have a dose-
dependent effect on both alveolar bone reabsorption and metabolic parameters in diabetic
rats sick with periodontal disease.

Key words: diabetes mellitus, chronic disease, food fibers, inflammation, periodontitis
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

As B-glucanas (BGs) sdo polissacarideos presentes na parede celular de fungos,
bactérias e plantas. Possuem acdo metabolica e imunomodulatoria evidenciadas na
literatura (DE OLIVEIRA SILVA et al., 2017). A acdo metabdlica tem sido demonstrada
pela capacidade das BGs formarem uma camada gelatinosa que funciona como uma
barreira viscosa sobre o epitélio intestinal dificultando absorcdo de nutrientes,
especialmente carboidratos e lipideos, reduzindo a glicemia e o perfil lipidico sanguineo.
Ademais, a fermentacdo das BGs no intestino altera o perfil microbiano intestinal
aumentando a geracdo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) que estimulam a
producdo de imunoglobulinas A (IgA), melhorando a resposta imune e auxiliando na
diminuicdo da resisténcia insulinica (STIER; EBBESKOTTE; GRUENWALD, 2014).

Em razdo da fisiopatologia envolvendo aspectos metabolicos e inflamatdrios
interligados, o diabetes mellitus (DM) se destaca entre as doencas alvo de potencial
beneficio para uso terapéutico das BGs. Trata-se de uma doenga crnica caracterizada
pela deficiéncia total ou parcial da producdo de insulina e/ou por resisténcia a acao da
mesma. Individuos diabéticos apresentam diversas anormalidades metabodlicas e
inflamatorias, resultando em hiperglicemia e predisposicdo ao desenvolvimento de
comorbidades inflamatdrias tais como, aterosclerose e doenga periodontal (DP)
(FRANCELINO ANDRADE et al., 2014a).

No caso especifico da DP, a hiperglicemia presente no diabetes favorece a
formagdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGE) que levam a alteragdes
vasculares nos tecidos gengivais bem como reducdo da eficiéncia fagocitaria de
macrofagos e neutréfilos. No diabetes ocorre ainda diminuicdo da sintese de colageno,
dificultando o reparo tecidual (ALVES et al., 2007). Simultaneamente, em sua forma
ativa, a DP libera diversas citocinas pro-inflamatorias, dentre elas, interleucina 6 (IL-6) e
Fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) que contribuem para resisténcia insulinica,
aumentando o risco de complicacdes metabolicas (SETE et al., 2016).

Uma vez que os mecanismos envolvidos na DM e DP sé@o semelhantes, pesquisas
envolvendo principios ativos que auxiliem na modulagéo da resposta inflamato6ria podem
favorecer o controle adequado do metabolismo reciprocamente. Estes efeitos simultaneos
sdo altamente relevantes, visto que, a descompensacao glicémica torna-se um agravante

em pacientes com DP e vice-versa (LEE et al., 2015).



Neste contexto, as P-glucanas possuem acdo reconhecida na literatura por
diminuirem a glicemia, indiretamente favorecem o controle da secrecédo da insulina, bem
como o controle do colesterol total e triacilglicer6is (FRANCELINO ANDRADE et al.,
2014a), além de reduzirem a reabsorcdo Ossea alveolar em animais com DP (DE
OLIVEIRA SILVA et al., 2015).



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 B-Glucanas

A eficécia das B-glucanas para estimular o sistema imunoldgico e modular
processos patogénicos é conhecida ha mais de 50 anos. No entanto, os resultados obtidos
sdo muitas vezes controversos, principalmente devido a comparagfes inconsistentes de
B-glucanas, de origens diversas (fungos, plantas) e pesos moleculares distintos (STIER;
EBBESKOTTE; GRUENWALD, 2014).

A estrutura quimica das B-glucanas tem uma central de ligagdo linear B (1-3)
compostas de unidades de glicose ligadas para a corrente principal, que diferem de acordo
com o seu comprimento e ramificacdo. As ramificacBes de cadeia glicosidica sdo
altamente variaveis e os dois grupos principais de ramo sdo o B (1-4) e B (1-6). Essas
ramificagdes distinguem as fontes de B-glucanas, por exemplo, BGs provenientes de
fungos tem ramificagdes do lado B (1-6), enquanto as de bactérias e plantas tém
ramificacdes do lado B (1-4) (BASHIR; CHOI, 2017).

Essas discrepancias podem ser atribuidas a diferente habilidade da B-glucana para
estimular o sistema imunologico, que é altamente dependente do tipo de ligacdo
intermolecular, solubilidade em agua e peso molecular (FRID et al., 2017).

A parede celular da levedura S. cerevisiae, é extremamente elastica, pois suas
células possuem capacidade de diminuir de tamanho em solugbes hipertdnicas como
resposta a pressao osmatica e posteriormente retornam ao seu tamanho original mediante
as condicdes ambientais adequadas (MORRIS et al., 1986).

A B-glucana atua nos mecanismos de defesa do organismo, através da ativacéo da
resposta imune via sistema complemento, diretamente, ou através de anticorpos que
produzem substancias quimicas induzindo a migracdo de leucdcitos para o local da
infeccdo. O efeito imunomodulador das B-glucanas esté relacionado tanto a imunidade
humoral, quanto a imunidade celular (LEE et al., 2015).

Os mecanismos de acdo da resposta imune desencadeados pela B-glucana
englobam o estimulo da hematopoese, ativacdo de macrofagos, neutrofilos e de células
natural killers (NK). A interagdo de B-glucanas com diferentes receptores celulares
induzindo sinalizacdo intracelular pode ativar diferentes perfis da resposta imune
(MARAKALALA et al., 2013).

Os macrofagos sdo células-chave nas respostas pré e anti-inflamatdrias, sendo
parte integrante da resposta imune inata e adaptativa. Macrofagos de ativacdo classica
(M1), produzem altos niveis de citocinas pro-inflamatdrias e macrofagos de ativagao



alterrnativa (M2), mostram um perfil anti-inflamatorio envolvido na cicatrizagcdo de
feridas e reparo tecidual (MARTINEZ et al., 2006).

Moléculas diferencialmente expressas em cada subpopulagdo de macréfagos
podem ser empregadas como marcadores de uma via de diferenciacdo especifica.
A administracdo in vivo de B-glucanas tem sido benéfica contra agentes patogénicos, tais
como fungos, bactérias, virus e protozoarios em varios modelos animais, estimulando
imunidade inata, produgdo de citocinas e estresse oxidativo. Apesar deste papel pro
inflamatdrio, as B-glucanas podem diminuir o dano tecidual nos processos inflamatorios
ja estabelecidos (WILLIAMS et al., 1999).

Em um estudo com suplementagdo de B-glucanas derivadas de Shiitake na dieta
de coelhos, durante 30 dias, houve a reducgédo da expressao de inerleucina 10 (IL-10) e
aumento dos niveis de interleucina 4 (IL-4) e interferon gama (IFN-y), o que indica uma
resposta imune continua. Diferengas na expressao de interleucina 1 (IL-1p), interleucina
13 (IL-13) e IL-4 também foram encontradas, sugerindo estimulagdo adicional da
resposta adaptativa (CRESPO et al., 2017).

As B-Glucanas tem sido estudadas como adjuvantes em vacinas, por estimularem
0 sistema imune. Sendo assim, a combinacao do antigeno e adjuvante pode auxiliar tanto
na melhoria da resposta imunolégica quanto na resposta imune adaptativa (CORDEIRO;
ALONSO; DE LA FUENTE, 2015).

Através de uma revisdo foi demonstrado, que B-glucanas de levedura possuem
atividade imunomodulatéria, enquanto as presentes na estrutura de plantas e bactérias
concedem melhor potencial metabdlico (DE OLIVEIRA SILVA et al., 2017).

Por se tratar de um polimero caracterizado como fibra, a f-glucana € utilizada
como tratamento alternativo no auxilio do controle glicémico, bem como na diminuicéo
da resisténcia a insulina e na melhora do perfil lipidico (ANDRADE et al., 2015). Além
disso, possui acdo imunomodulatéria (DE OLIVEIRA SILVA et al., 2017).

Evidéncias foram encontradas demonstrando que a associa¢do da B-glucana e
exercicio fisico reduzem a predisposicdo a aterosclerose, além de melhorar os niveis de
lipoproteinas circulantes (colesterol total, LDL-c e HDL-c) através da diminui¢do da
absorcdo de lipideos (ANDRADE et al., 2016).

Além disso, as - glucanas sdo fermentadas pela microbiota intestinal gerando os
acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) como metabdlitos. Pesquisas relataram que 0s
AGCCs desencadeiam efeitos anti-inflamatorios sistémicos através da producdo de

imunoglobulina A e citocinas imunossupressoras (ARA KOH, 2016).



Os AGCCs também desempenham papeis vitais no diabetes tipo 2, resultando
em efeitos bioldgicos, ao se ligarem aos receptores acoplados a proteina G promovendo
a secrecdo do peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1), importante horménio do trato
gastrointestinal que impede a secre¢do do glucagon dificultando assim a gliconeogénese
no figado, melhorando a sensibilidade a insulina, aumentando a saciedade central e a
perda de peso corporal (AW; FUKUDA, 2018).

Outro mecanismo demonstrado pelos AGCCs é sua acdo moduladora da
microbiota intestinal. Como sédo acidos com valores de pKa de aproximadamente 4,8, a
sua producao diminui o pH do coldn intestinal e afeta a composicéo bacteriana. De fato,
estudos in vitro sugeriram que a redugdo do pH coldnico de 6,7 ou 6,5 para 5,5 altera a
composi¢do microbiana drasticamente. Portanto, a acidificacdo do Iimen col6nico como
resultado da fermentacdo sacarolitica é considerado efetivo na reducdo dos niveis de
agentes patogénicos sensiveis ao pH no intestino grosso (TOPPING; CLIFTON, 2001).

A reducéo do pH no colon intestinal promove o aumento de bactérias benéficas,
por serem resistentes em meio &cido como a A.muciniphila que concomitantemente regula
a inflamacdo, permeabilidade intestinal e peptideo anorexegénico e as Bifidobacterium
spp que sao correlacionadas inversamente com a adiposidade e intolerancia a glicose, ao
passo que as bactérias patogénicas, sensiveis a acidez, tém seu numero reduzido (CANI
et al., 2007).

2.2 Diabetes Mellitus

Segundo a Federacéo Internacional de Diabetes (2017), estima-se que 415 milhdes
de adultos no mundo sdo acometidos pela doenca e que este numero alcancara cerca de
642 milhdes até 2040. Ademais, cerca de 80% desses individuos encontra-se em paises
em desenvolvimento. O risco estimado de desenvolver diabetes para uma pessoa nascida
no ano de 2000 é 33% para homens e 38,5% para mulheres. Além disso, o diabetes esta
reduzindo a vida das pessoas, uma estimativa de diminuicdo da expectativa de vida de
uma pessoa com diagnostico de diabetes aos 40 anos € de cerca de 12 anos para 0s homens
e 14 anos para as mulheres (LIRA NETO et al., 2017).

Considera-se 0 DM um dos principais problemas de saude publica mundial, isto
se deve ao envelhecimento populacional, habitos alimentares inadequados, bem como
sedentarismo e obesidade. O DM consiste em uma série de alteragdes metabdlicas
caracterizadas pelo aumento da glicose sanguinea, resultante da falha na secrecdo e/ou
acao da insulina (ROGLIC et al., 2005).



A presenca de hiperglicemia em longo prazo é o fator desencadeante das
complicagdes macro e microvasculares nos individuos diabéticos, sendo estas as
principais causas de alta morbidade e letalidade associada a diabetes (LIRA NETO et al.,
2017). As complicagdes microvasculares correspondem as alteracdes dos pequenos
vasos, levando a retinopatia, nefropatia e neuropatia diabética. Por outro lado, as
complicagcbes macrovasculares correspondem aquelas que provocam alteracbes dos
grandes vasos, nomeadamente as artérias corondrias, dos membros inferiores e cerebrais.
Nos grandes vasos, estas complicaces devem-se a presenca de aterosclerose, que ocorre
de forma distinta em pacientes ndo diabéticos (ASSOCIATION AMERICAN
DIABETES, 2018).

Além disso, o diabetes aumenta o risco de patologias orais, incluindo infeccdes
agudas, periodontite e possivelmente lesdes pré-malignas (LEE et al., 2015).

O diabetes pode ser classificado nas seguintes categorias: tipo 1, tipo 2, diabetes
gestacional (diabetes que é diagnosticado no segundo ou terceiro més da gravidez que
ndo era diabetes evidente claramente antes da gestacdo) e tipos especificos de diabetes
devido a outras causas, por exemplo, sindromes de diabetes monogénicas, como diabetes
neonatal e diabetes de inicio de maturacdo do jovem (MODY), doencas do pancreas
exocrino (como fibrose cistica e pancreatite), diabetes induzida por produtos quimicos
(como o uso de glicocorticdides, no tratamento do Virus da Imunodeficiéncia Humana-
VIH) ou drogas (ASSOCIATION AMERICAN DIABETES, 2018).

O diabetes tipo 1, previamente designado como diabetes insulinodependente, ou
diabetes juvenil representa cerca de 5-10% das pessoas que apresentam diabetes. A sua
instalacdo ocorre de forma abrupta em criancgas e adultos jovens, com peso normal ou
estrutura magra, contudo também pode ser detectada em qualquer idade. Este tipo de
diabetes apresenta uma causa idiopatica ou autoimune com destruigdo das células f
pancredticas produtoras de insulina originando, por isso, uma deficiéncia na secrecao de
insulina. Diante deste quadro, torna-se necessario a utilizacdo de insulina exdgena em
individuos acometidos pelo diabetes tipo 1 (OLIVEIRA et al., 2018).

Por outro lado, a vulnerabilidade para a diabetes tipo 1 estd também associada
com a presenca de certos antigenos na superficie dos linfocitos os denominados (antigeno
leucocitario humanos - HLA) (NEGRATO et al., 2013).

A taxa e a velocidade da destruicdo das células-p pode ser variavel, sendo rapida
em alguns individuos podendo, principalmente em bebés e criangas e de forma mais lenta

em adultos. Normalmente, as criangas apresentam como primeira manifestacao da doenca



a presenca de cetoacidose, enquanto que os adultos conseguem manter a funcdo das
células-p, de modo a prevenir a cetoacidose por alguns anos. Além da destrui¢do das
células B pancreéaticas apresentar multiplas predisposi¢fes genéticas, existem também
correlagdes com fatores ambientais estando também intensamente relacionada a fatores
ambientais, tais como infecc¢des virais provocadas pelo coxsackie virus, citomegalovirus
e infeccBes por rubéola (OLIVEIRA et al., 2018).

Individuos com diabetes tipo 1 tornam-se mais sensiveis a ocorréncia de
cetoacidose diabética, devido a auséncia de insulina necessaria para a utilizacao da glicose
sanguinea. Deste modo, através da lipolise, a gordura é clivada liberando &cidos graxos e
glicerol; o glicerol é posteriormente convertido em glicose no figado. Este aumento dos
niveis de cetonas nos liquidos do organismo vai promover a diminuicao do pH, alteraces
do sistema tampdo do bicarbonato e perda eletrolitica devido ao excesso de urina. A
presenca de cetoacidose grave ndo tratada pode levar ao coma ou até mesmo a morte
(MAGEE; BHATT, 2001).

Cabe salientar que a presenca de estresse e infec¢do, no individuo diabético,
também podem potencializar a ocorréncia deste fenémeno devido aos niveis elevados de
epinefrina, glucagon e cortisol que irdo promover um aumento da glicose hepética, bem
como da cetogenese (WILSON et al., 2003).

Portadores de diabetes tipo 1 apresentam uma maior propensdo para o
desenvolvimento de outras doencas auto-imunes como a doenca de Graves, tireoidite de
Hashimoto, doenca de Addison, vitiligo, doenca celiaca, hepatite autoimune, miastenia
gravis e anemia perniciosa. O diabetes tipo 1 de causa idiopéatica ocorre, na sua maioria
em individuos com ascendéncia Africana ou Asiatica (AW; FUKUDA, 2018).

O diabetes tipo 2 representa cerca de 90-95% das pessoas que apresentam
diabetes, surgindo majoritariamente em individuos com peso excessivo e adultos. Este
tipo de diabetes é caracterizado por apresentar uma resisténcia periférica a insulina;
aumento da producdo de glicose pelo figado e por Gltimo, uma secrecdo deficiente de
insulina (NEGRATO et al., 2013).

O diabetes insulino-resistente apresenta uma forte ligagdo com a obesidade, uma
vez que na sua presenca verifica-se uma resisténcia a acao da insulina enddgena. Este tipo
de diabetes apresenta um componente genético mais forte que o diabetes
insulinodependente, sendo o0 gene transcription factor-like 2 (TCF7L2) no cromossoma

10 (10g25) o principal marcador genético associado a este tipo de diabetes. O diabetes



ndo insulinodependente pode permanecer ndo diagnosticado por muitos anos, sendo de
lenta instalacdo (EID et al., 2018).

Portanto, como ainda existe producdo de insulina endogena, os individuos com
este tipo de diabetes ndo dependem da administracdo de insulina exdgena. A crescente
incidéncia de diabetes tipo 2 estreita paralelo com as epidemias de sobrepeso e
obesidade. O tecido adiposo abdominal visceral gera citocinas, chamadas adipocinas, que
estdo ligadas a resisténcia a insulina, hipertensao e dislipidemia (ALASQAH et al., 2018).

Uma grande quantidade de fatores de risco, alguns modificaveis e outros
corrigidos, predispdem um individuo a diabetes tipo 2. A historia familiar de diabetes em
membros de primeiro grau, idade crescente e etnia (hispénica, afro-americana, asiatico-
americana, nativa-americana) sao fatores de risco classicos ndao modificaveis. O excesso
de peso com um indice de massa corporal > 25 kg/ m 2, o estilo de vida sedentario e a
homeostase de glicose prejudicial pré-existente sdo fatores de risco modificaveis. Outros
fatores incluem diabetes mellitus gestacional, parto prévio de um bebé pesando > 9 libras,
sindrome de ovario policistico, hipertenséo e dislipidemia (AW; FUKUDA, 2018).

Um individuo pode ndo se encaixar nas caracteristicas tipicas de diabetes tipo 1
ou tipo 2. O diabetes tipo Flatbush, denominado Flatbush diabetes, relata pacientes com
diabetes tipo 2, em grande parte descendentes de afro-americanos, que sdo mais
propensos a desenvolver cetoacidose diabética, uma complicacdo normalmente vista no
diabetes tipo 1 (RODACKI et al., 2007).

O diabetes autoimune latente da idade adulta (LADA) é composta por pacientes
que apresentam evidéncia de auto imunidade, mas apresentam diabetes ap6s 30 anos. Os
individuos com LADA tendem a ser adultos cujo o diabetes apresenta agudamente, tém
antecedentes pessoais ou familiares de doenca auto imune, respondem mal aos
medicamentos orais para diabetes, e muito eventualmente requerem insulina
(CARLSSON et al., 2000).

As pessoas com diabetes tipo 1 eram vistas como individuos magros; no entanto,
0s jovens obesos ndo sdo imunes ao desenvolvimento de diabetes tipo 1. Individuos
obesos ou com excesso de peso podem sofrer algum grau de resisténcia a insulina,
exigindo doses mais elevadas de insulina e potencialmente beneficiando de
medicamentos similares de sensibilizacdo a insulina oral utilizados no diabetes tipo 2
(AW; FUKUDA, 2018).

Os restantes 5-10% dos individuos com diabetes tém uma causa secundéria,

alguns dos quais sdo herdados e outros adquiridos. Além disso, muitas pessoas com



diabetes tém insinuacdes pro - glicémicas sobrepostas que tornam o controle de glicose
mais dificil. As causas secundarias e fatores exacerbadores incluem: mutagdes genéticas
que interferem com a funcdo das células beta, anteriormente denominada diabetes de
inicio da maturidade do jovem; doenca pancredtica incluindo fibrose cistica, pancreatite
crénica, hemocromatose ou resseccao pancredatica; endocrinopatias como a sindrome de
Cushing, acromegalia, tumores secretantes de glucagon ou somatostatina e
feocromocitoma; diabetes induzida por drogas devido a corticosteroides,
imunossupressores utilizados em transplantes de 6rgdos, incluindo tacrolimus e
ciclosporina, antipsicéticos atipicos, incluindo clozapina e olanzapina, medicamentos
cardiovasculares, incluindo niacina e betabloqueadores, e inibidores de protease do HIV e
distarbios mitocondriais raros (ALASQAH et al., 2018).

O diagnostico do diabetes € feito tendo em conta os sinais e sintomas apresentados
pelo paciente, associados a uma avaliacdo laboratorial. Os primeiros sinais e sintomas do
diabetes incluem polidria que por sua vez ira provocar desidratacdo, sede e aumento da
ingestdo hidrica (polidipsia), subita perda de peso e polifagia. Para além destes sinais e
sintomas, o individuo pode também apresentar fraqueza, irritabilidade, alteracGes da
visdo, nduseas, indisposicdo e boca seca (HURI et al., 2018).

Quanto aos critérios laboratoriais incluem: determinagao da glicose plasmética em
jejum > 126 mg/dl, sendo que o jejum € determinado como auséncia de ingestdo alimentar
durante oito horas; glicose numa amostra de sangue casual (a qualquer hora do dia,
independentemente do periodo decorrido apos a tltima refei¢do) > 200mg/dl; testes de
tolerancia a glicose oral > 200mg/dl duas horas, apos a ingestdao de 75 g de glicose anidra
dissolvida em &gua. Deve-se salientar que no dia seguinte deve-se repetir o teste utilizado
para confirmacdo do resultado. O teste da Hemoglobina Glicosilada (HbAlc) também é
bastante utilizado para a deteccdo e controle da diabetes mellitus. Este teste permite a
determinacdo da quantidade de glicose que se liga irreversivelmente na molécula de
hemoglobina das células vermelhas e que se mantera ligada durante todo o seu tempo de
vida, cerca de 30 a 90 dias. O valor normal para a hemoglobina HbA1c é inferior a 6,5%,
sendo que quanto maior o nivel de glicose, maior a porcentagem de hemoglobina
glicosilada (AW; FUKUDA, 2018).

2.3 Doencga Periodontal
Doenca Periodontal (DP) é uma infeccdo cronica, produzida por bactérias Gram-
negativas (Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,

Tannerella forsythia, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Eiknella



corrodens, Camphylobacter retus), entre outras com niveis de prevaléncia elevados,
sendo a segunda maior causa de patologia bucal na popula¢do humana de todo o mundo
(MICHAUD et al., 2007).

E definida como uma doenca sujeito e sito-especifica, que evolui continuamente
com periodos de exacerbacdo e de remissdo, resultando de uma resposta inflamatoria e
imune do hospedeiro a presenca de bactérias e seus produtos. A sua progressdo é
favorecida pelas caracteristicas morfoldgicas dos tecidos afetados, o que a distingue de
outras doencas infecciosas (ACADEMY et al., 2015).

As manifestacdes clinicas da doenca sdo dependentes das propriedades agressoras
dos microrganismos e da capacidade do hospedeiro em resistir a agressdo. Embora o mais
importante mecanismo de defesa resida na resposta inflamatéria que se manifesta
inicialmente como gengivite, variagdes na eficacia protetora do processo inflamatorio e
0 potencial patogénico das bactérias podem ser a causa principal das diferencas
encontradas na susceptibilidade & doenca periodontal. O processo inflamatorio
desencadeado pode culminar com a instalacdo de uma periodontite. Inicialmente ocorre
um desequilibrio entre bacteérias e defesas do hospedeiro que leva a alteracdes vasculares
e a formacdo de exsudado inflamatério (RETTORI et al., 2012).

Esta fase manifesta-se clinicamente com alteragéo da cor da gengiva, hemorragia
e edema, sendo uma situacdo reversivel se a causa for eliminada. Esta situacdo, definida
como gengivite, promove a fragilizacdo das estruturas, o que possibilita um maior acesso
dos agentes bacterianos agressores e/ou seus produtos as areas subjacentes, podendo
resultar na formacdao de bolsas periodontais, com perda éssea e uma continua migragéo
apical do epitélio juncional. Este tipo de epitélio oferece menos resisténcia aos agentes
agressores 0 que predispbe o processo inflamatdrio. Este processo culmina com a
destruicdo dos componentes do periodonto, ou seja, cemento radicular, ligamento
periodontal e osso alveolar (BREIVIK et al., 2005).

A resposta imune de cada individuo tem um papel importante no inicio e
progressdo desta doenca, como foi referido anteriormente, e pode ser influenciada por
fatores de risco, biologicos e comportamentais. Em presenca de bactérias especificas, o
hospedeiro inicia uma resposta de defesa que condiciona o fato de ocorrerem ou ndo
lesBes a nivel celular e tecidual (MOUTSOPOULOS; MADIANQS, 2006).

Esta resposta pode ser inespecifica (inata), que se trata do primeiro contato com
os referidos microorganismos, ou especifica (adaptativa), quando ja ocorreu contato

prévio entre o hospedeiro e 0s agentes bacterianos. A presenca de bactérias e suas toxinas



estimulam neutréfilos, fibroblastos, células epiteliais e mondcitos. Os neutréfilos
produzem as metaloproteinases (MPM) que levam a destruicdo do colageno. As restantes
células envolvidas promovem a producdo de prostaglandinas (Pg), especialmente a
Prostaglandina E2 (PgE2), que por sua vez induz formacéo de citoquinas, entre as quais
interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), que
conduzem a reabsorgdo dssea através da estimulacdo dos osteoclastos. Estas células,
ainda que indiretamente, levam também a lise do colageno por estimulagdo das MPMs
(RETTORI et al., 2012).

O aumento do ligante do receptor Kappa B (RANKL) e da Osteoprotegerina
(OPG), que sdo encontrados no fluido crevicular gengival podem indicar destruicao 6ssea
em pacientes com periodontite. Os mediadores RANK-L e OPG regulam a expresséo de
osteoclastos através de sua formacdo e ativacdo. A relacdo entre RANKL e OPG ¢
considerada um alvo molecular essencial para diagnostico da inflamacéao, além do fato
destes marcadores serem apontados como promissores para a intervencao terapéutica
(WU etal., 2018).

As doencas periodontais sdo classificadas nas seguintes categorias: condi¢des da
salde periodontal e gengival (salde periodontal e gengival, gengivite induzida por
biofilme, doenga gengival ndo induzida por biofilme dental), formas de periodontites
(periodontites classificadas de acordo com estagio, extensdo e evidéncia ou risco de
rapida progressdo, periodontite como manifestacfes de doencas sistémicas, doencas
periodontais necrosantes); manifestacdes periodontais de doencas sistémicas (doencas
sistémicas ou condicOes que afetam o tecido de sustentacdo periodontal, outras condic¢des
periodontais, deformidades e/ou condi¢fes desenvolvidas ou adquiridas que afetam o
periodonto, fatores oclusais traumaticos, fatores relacionados a protese ou dente que
modificam ou predispde a doenca periodontal/doenca gengival induzida por placa);
doencas e condicOes de peri-implantes (G. CATON et al., 2018).

Dentre elas, as manifestacdes mais comuns da doenca periodontal sdo a gengivite
e a periodontite. A gengivite afeta cerca de 90% da populacdo em algum momento de sua
vida e a periodontite cronica esta presente em 10-15% nos individuos (SCULLEY, 2014).

Gengivite é definida como uma inflamacéo da gengiva onde, apesar das alteracoes
patoldgicas, o epitélio se mantém unido ao dente, ndo havendo perda de insercdo. E uma
situacdo reversivel, caso sejam removidos os fatores etiologicos. Contudo, tem um papel
precursor na perda de insercdo ao redor dos dentes se os fatores etiologicos ndo forem
eliminados (G. CATON et al., 2018).



A Periodontite corresponde a uma situacdo de inflamacdo com destruicdo do
periodonto de sustentacdo e ocorre quando as alteragfes patoldgicas verificadas na
gengivite progridem até haver destruicdo do ligamento periodontal e migracdo apical do
epitélio de unido. Existe um acumulo de biofilme, ao nivel dos tecidos subgengivais,
causando uma perda de insercao por destrui¢éo do tecido conjuntivo e por reabsorcéo do
0sso alveolar. Macroscopicamente, a gengiva apresenta-se eritematosa com sinais de
inflamacdo. No entanto, esta caracteristica pode ndo estar presente, como acontece nos
pacientes fumantes nos quais a vasoconstri¢cdo provocada pelo tabaco simula auséncia de
inflamacdo (VAQUETTE et al., 2018).

Para a obtencédo do diagndstico é necessaria a realizagdo de um exame clinico para
avaliacdo da profundidade de sondagem, ou seja, a distdncia medida em milimetros da
margem gengival ao fundo da bolsa utilizando uma sonda milimetrada; nivel de insercao,
isto €, a distancia entre o fundo da bolsa e a juncdo esmalte-cemento, calculada através
da soma da recessdo gengival com a profundidade de sondagem; sangramento a
sondagem, de forma a determinar a presenca de inflamacdo subgengival; mobilidade
dentaria e lesbes de furca. A avaliacdo radiografica também é bastante importante, uma
vez que permite verificar se existe ou ndo perda do osso alveolar. As manifestacfes
clinicas da inflamagdo gengival sdo: edema, eritema, aumento do exsudato gengival,
sangramento a sondagem, auséncia de perda de insercdo (ACADEMY et al., 2015).

Quanto as manifestaces clinicas da periodontite incluem: perda de insercao
clinica, presenca de bolsas periodontais, inflamacao gengival, reabsorcéo do tecido 6sseo
alveolar e mobilidade dentaria com possibilidade de perda do dente (LEE et al., 2015).

Além disso, o processo inflamatério do periodonto leva a um aumento das
concentracdes de proteina C reativa (PCR), e de outros mediadores como o fibrinogénio,
TNF-a, IL-6 gerando uma resposta sistémica exacerbando o meio inflamatorio,
aumentando a resisténcia a insulina, além de influenciar a ocorréncia e a severidade de
doencas sistémicas (SILVA et al., 2015).

2.4 Relacéo bidirecional do Diabetes e a Doenga Periodontal

Os produtos finais da glicacdo e oxidacdo ndo enzimatica de proteinas e lipideos
(AGEs — advanced glycation end products) e a interagdo com seus receptores (RAGEs
— receptor for advanced glycation end products), imunoglobulinas presentes na
superficie de algumas células como fibroblastos, macrofagos, células do endotélio

vascular e do tecido periodontal, sdo vistos como um dos maiores causadores de



complicacdes crbnicas como, retinopatias, nefropatias dentre outras, em individuos
diabéticos (BEJARANO; TAYLOR, 2018).

Carboidratos aldeidicos ou cetbnicos, reagem ndo-enzimaticamente com grupos
aminicos livres encontrados em proteinas, para formarem aldiminas e cetiminas,
conhecidas como bases de Schiff ou compostos de Maillard. Essas bases sdo 0s primeiros
compostos a serem formados na reagédo de glicagdo e sdo instaveis (SCHWITZGEBEL,
2014).

Contudo, periodos prolongados de hiperglicemia e, principalmente, se as
proteinas utilizadas na glicacdo pertencerem a estruturas de longa duracdo como,
colageno, cristalino, mielina, elastina, mioglobina, hemoglobina, lipoproteinas de baixa
densidade que faz com que os complexos de Maillard sofram modificacOes para ceto-
aminas secundarias, conhecidas como arranjos moleculares de Amadori, que 0s tornam
mais estaveis, porém guimicamente reversiveis (AU et al., 2015).

As condigdes que originam esses complexos, quando mantidas, permitem o
acumulo dos AGEs, que por serem moléculas estaveis ndo se degradam mesmo quando
os niveis de glicemia retornam a normalidade. Pele, rins, artérias, capilares e proteinas do
sangue sdo os principais locais de depdsito dos AGEs. A formacdo dos AGEs esta
relacionada ao tempo em que o organismo ficou exposto a hiperglicemia. Portanto, quanto
maior a duracdo do diabetes e pior o controle glicémico, maior serd a quantidade desses
produtos circulando e se acumulando em tecidos periodontais. O controle da glicemia é
fundamental para se reduzir a formacdo de AGEs (TAN; TAY; LIM, 2006).

A associacdo dos AGEs com seus receptores (RAGEs) causa uma producéo
demasiada de mediadores inflamat6rios como a IL-1, IL-6, fator de crescimento I, TNF-
a, prostaglandina e fator estimulador de colonias dos granuldcitos, por macrofagos. Essas
substancias provocam a transformacédo do colageno em compostos menos soltveis, mais
resistentes a acdo de enzimas e menos flexiveis, o que contribui para a dificuldade de
cicatrizacdo encontrada em pacientes diabéticos (SUN et al., 2007).

Além disso, elas ativam osteoclastos e colagenases, acarretando a destruicdo do
0SS0 e tecido conjuntivo, aumentando a progressao e severidade da doenca periodontal.
Simultaneamente, a infec¢do periodontal, provoca um aumento de células fagocitarias
como 0s mondcitos, que por sua vez contribuem para a hiperglicemia, induzindo um
estado cronico de resisténcia a insulina (CHEE; PARK; BARTOLD, 2013).



O aumento dos AGEs amplifica a destruicdo tecidual, que resulta no agravamento
da doenca periodontal e dificuldade do controle glicémico no individuo diabético
(BEJARANO; TAYLOR, 2018).

Em tecidos como nervos, cristalino, rins e vasos sanguineos, o transporte de
glicose ndo depende da insulina. Assim a hiperglicemia resulta nestes tecidos em um
aumento intracelular de glicose, que é entdo metabolizada pela aldose-redutase, sendo
reduzida a sorbitol e depois a frutose. Os niveis acumulados de sorbitol e frutose causam
aumento da osmolaridade intracelular e influxo de agua e consequentemente a leséo
celular osmética (TANG; MARTIN; HWA, 2012).

Os niveis elevados de sorbitol adicionalmente a outros mecanismos como glicacao
ndo enzimatica, lesdo oxidativa e formacdo de imunocomplexos sdo alguns dos processos
patogénicos desencadeadores da microangiopatia, hipoxia tecidual e vasodilatacdo, que
levam a agressdo dos tecidos periodontais (WALZ et al., 2016).

A saliva é o principal mecanismo de defesa da cavidade oral, alteragdes na sua
qualidade e quantidade podem acarretar danos a saude bucal do individuo. Nos pacientes
portadores de DM, sdo encontradas algumas alteraces na saliva como, hiposalivacdo e
alteracdo da sua composicdo, principalmente aquelas relacionadas a elevacao dos niveis
de glicose, potassio, calcio, magnésio, proteinas, alfa-amilase, imunoglobulina A (IgA),
imunoglobulina G (IgG) e maior atividade da peroxidase (NEGRATO et al., 2013).

A hiposalivacdo pode ser resultante de neuropatia autonémica, doenca
microvascular, hiperglicemia, uso de agentes hipoglicémicos e pH acido, podendo causar
Ulceras, queilites e lingua fissurada. A maior quantidade de glicose na saliva e liquido
gengival crevicular estimula o crescimento bacteriano, reduz a capacidade dos
fibroblastos nos processos de cicatrizacdo e aumenta a producdo de acido latico, que
conseqiientemente reduz o pH e a atividade tampéo da saliva, 0s quais sdo fatores de risco
para cérie e doenca periodontal. O nivel de célcio aumentado na saliva predispde a
formacéo de calculo e fatores irritativos nos tecidos periodontais. A elevacao da atividade
do sistema peroxidase salivar (SPS) pode favorecer para a evolucdo da gengivite através
do exsudato de leucdcitos no fluido crevicular gengival. Assim, esses mecanismos sdo
fatores de risco para a doenca periodontal (GURAYV, 2016).

Individuos que apresentam uma resposta imune deficiente demonstram
dificuldade em destruir os microorganismos patogénicos, prolongando o processo
inflamatorio. A inflamagdo crbnica gera radicais livres de oxigénio que ativam

metaloproteinases, que destroem o colageno do ligamento periodontal reduzindo a



fixacdo do dente ao tecido alveolar e aumentando assim a profundidade do sulco gengival
(ZHOU et al., 2013).

Em diabéticos, a atividade dos neutréfilos polimorfonucleares é modificada
devido a reducdo da quimiotaxia, aderéncia, fagocitose e destruicdo intracelular,
diminuindo a defesa imunoldgica e a resposta inflamatoria desses pacientes. Estas
alteracbes sdo provenientes, em parte, pela hiperglicemia e acimulo de AGEs, que
estimulam ativacdo continua dos polimorfonucleares (resposta hiper-inflamatéria) com
ativacdo espontanea da cadeia oxidativa e liberacdo da mieloperoxidase, elastase e outros
elementos dos granulos neutrofilicos (FOX et al., 2015).

Pacientes diabéticos demonstram niveis séricos e salivares de interleucina-1 (IL-
1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e prostaglandina E2 (PGE2) mais aumentados
do que ndo-diabeéticos. Estudos relatam a associacdo da IL-1 com a perda de insercédo
conjuntiva e reabsorcdo 0ssea alveolar. O TNF-a, produzido por macréfagos ativados por
bactérias gram- negativas, estimula a expressdo de prostaglandinas e a produgdo de
enzimas liticas como as metaloproteinases reduzindo o reparo celular através da indugdo
da apoptose de células produtoras da matriz. Outro mecanismo de a¢do do TNF-a seria a
piora do controle metabolico do DM, provocando a resisténcia insulinica (LI et al., 2016).

A PGEZ2 estimula a vasodilatagdo, aumentando assim a permeabilidade vascular e
induzindo a sintese de metaloproteinases, que degradam a matriz extracelular tecidual,
provocando a destruicdo do tecido conjuntivo. Adicionalmente a PGE2 age no tecido
0sseo estimulando a sintese de colagenase por osteoblastos, contribuindo com o inicio da
reabsorcdo 6ssea alveolar. Acredita-se, também, que as prostaglandinas sensibilizem
células Gsseas a outros mediadores quimicos, participando indiretamente na reabsorcéo
Ossea (LI et al., 2017).

O tecido conjuntivo dos diabéticos apresenta o seu metabolismo prejudicado
devido a diminuicédo da fungdo e do nimero de fibroblastos menor e maior quantidade de
plasmdcitos. As caracteristicas funcionais das moléculas da matriz extracelular s&o
modificadas pela acdo dos AGEs. O colageno foi a primeira proteina que apresentou
ligacOes intermoleculares covalentes produzidas pelos AGEs. Isso dificulta uma
cicatrizacdo normal do tecido danificado, o qual é observado com colageno tipo IV
originario da membrana basal glomerular quando submetida a acdo das metaloproteinases
(WU; XIAO; GRAVES, 2015).

A formagdo de AGEs no coldgeno tipo IV na membrana basal dificulta a

associacao lateral dessas moléculas em uma estrutura tridimensional complexa que gera



reticulacédo das fibras de forma anarquica, promovendo aumento da permeabilidade. No
colageno tipo I, a agregacdo molecular estimula certa distor¢ao da estrutura molecular da
fibrila. O fator de crescimento de fibroblastos (FGF) tem a expressdo do seu fator basico
modificada nos individuos diabéticos devido aos niveis de glicose aumentados, causando
assim a inibicdo do crescimento das células do ligamento periodontal (HONG et al.,
2016).

A fibronectina (sinalizador para as células do ligamento periodontal entre 0 meio
intra e extracelular) sofre alterac6es pelos elevados niveis de glicose, gerando alteracdes
morfoldgicas e morte das células desse ligamento além disso, ocorre reducdo da resposta
quimiotética das células do ligamento periodontal para o fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF). Esse pode ser um dos mecanismos que desfavorecem a cicatrizagdo
em individuos diabéticos e aumentam a progressdo da doenca periodontal. A elevacdo da
profundidade do sulco gengival com formacgdo de bolsas gengivais e diminuicdo da
pressdo de oxigénio (PO2) contribui para proliferagdo bacteriana e conseqiientemente o
agravamento da infeccdo e inflamagéo (LI1U et al., 2015).

O aumento da glicemia altera o balan¢co metabolico ocasionando diversas
modificacdes nos tecidos vasculares, como a glicosilacdo das apoproteinas, glicosilacao
do colageno da parede dos vasos, aumento da agregacao plaquetaria com maior risco de
tromboembolismo, aumento da permeabilidade vascular, alteracdo da atividade da
proteina quinase provocando insuficiéncia vascular periférica gerada pela proliferacdo
das células musculares e acimulo subendotelial de proteinas do plasma, como a albumina,
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e imunoglobulina G (IgG). Essas transformac6es
no tecido vascular do diabético modificam a difusdo do oxigénio, transporte de nutrientes,
migracdo de polimorfonucleares e mondcitos/macréfagos e a difusdo de anticorpos,
provocando descontrole fisioldgico resultando na susceptibilidade dos tecidos a doenca
periodontal (JIMENEZ et al., 2012).

Todas as evidéncias acima apontam para um ciclo vicioso de diabetes e
periodontite exacerbando-se. Além disso, o estado inflamatorio da periodontite pode
contribuir para a aceleragdo das doencas cardiovasculares, a principal causa de morte em

diabetes.



3. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando o DM uma doenca inflamatdria com relacéo bidirecional com a DP
pesquisas investigando novos produtos para prevencdo e/ou modulacdo das duas
condi¢des simultaneamente sdo de grande importancia. As BGs parecem ser agentes
promissores devido as suas propriedades imunomodulatoria, hipoglicemiante e
hipocolesterolémica. Estudos investigando niveis ideais de ingestdo sdo necessarios para
definicdo da dose 6tima do ponto de vista farmacoldgico, a fim de promover melhor custo

beneficio a populacao.
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Resumo: As B-glucanas (BGs) sdo polissacarideos que podem ser obtidos da parede
celular de fungos, bactérias e plantas. Conhecidas pela sua acdo funcional como fibras
soluveis, as B-glucanas apresentam efeitos metabdlicos e de modulagdo imunolégica. O
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do tratamento com diferentes niveis
de B-Glucana (BG) isoladas de Saccharomyces cerevisae sobre o perfil metabdlico e
inflamatorio de ratos diabéticos induzidos por injecdo intraperitoneal de estreptozotocina
e com doenca periodontal (DP), induzida por ligadura. Um total de 40 ratos wistar foram
distribuidos aleatoriamente em cinco grupos (n=8) e estes foram tratados por gavagem
com BGs durante 28 dias com as respectivas dosagens de: 0mg/kg; 10mg/kg; 20mg/kg;
40mg/kg e 80mg/kg. No décimo quarto dia foi realizada a ligadura nos primeiros molares
inferiores bilateralmente. Ao final do periodo, os animais foram eutanasiados e os niveis
séricos de colesterol total (CT), triacilglicerdis (TAG) e lipoproteinas de alta densidade
(HDL-C) bem como as lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL-C+VLDL-
C) foram determinados. A reabsorcdo 6ssea alveolar foi verificada através da anélise
morfométrica. Os dados foram avaliados por Analise de Variancia seguido do teste
Dunnett a 5% (p< 0,05). Houve menor reabsorcdo dssea alveolar bem como reducdo da
glicemia e TAG a partir da dose de 40mg/kg (p< 0,05). No entanto para as variaveis CT,
LDL-C+VLDL-C e HDL-C somente foram encontrados beneficios significativos na dose
de 80mg/kg (p< 0,05). Conclui-se que houve efeito dose- dependente das BGs na
prevencdo da reabsorcdo Ossea alveolar, bem como sobre parametros metabdlicos em
ratos diabéticos com doenca periodontal.

Palavras-chave: Diabetes mellitus, doencas crénicas, fibras alimentares, inflamacéo,
periodontite



1.Introducéo

O Diabetes mellitus € uma doenca crénica ndo transmissivel caracterizada por
hiperglicemia persistente decorrente da deficiéncia na secre¢do de insulina, resisténcia
insulinica ou ambos. O DM tipo 1, caracterizado pela deficiéncia na producao de insulina
— geralmente de causa autoimune ou idiopatica — representa cerca de 5 a 10% dos
diabéticos, sendo mais comum em certos paises europeus (em particular na Finlandia e
na provincia italiana da Sardenha). Nesses paises, tem sido reportados aumentos anuais
na incidéncia de diabetes tipo 1, chegando até 3,3% especialmente em criangcas menores
de 5 anos de idade (RYDEN et al., 2016).

O controle glicémico inadequado no diabetes tipo 1 esta relacionado a diversos
danos sobre a retina, sistema nervoso, rins, cora¢do, vasos sanguineos e sobre o
periodonto. A hiperglicemia crénica induz a formacdo de produtos finais de glicacdo
avancada (AGEs — advanced glycation end products) levando ao aumento da oxidacéo
ndo enzimatica de proteinas e lipideos. A ativacdo de seus receptores (RAGESs — receptor
for advanced glycation end products) na superficie de algumas células como fibroblastos,
macrofagos, células do endotélio vascular e do tecido periodontal aumentam a morbidade
e mortalidade no DM (BEJARANO; TAYLOR, 2018). Dentre as comorbidades mais
prevalentes destacam-se as alteragdes cardiovasculares e a doenca periodontal (DP) (LEE
et al., 2015).

A Doenca Periodontal (DP) é uma doenca inflamatdria que afeta os tecidos de
suporte e sustentacdo dos dentes iniciada pela presenca de biofilme misto composto
predominantemente por bactérias gram-negativas (VAQUETTE et al., 2018). O
lipoplissacarideo (LPS) é um dos principais componentes da membrana de bactérias
gram-negativas e desencadeia uma resposta imunologica intensa por parte do hospedeiro.
Este fato se deve a ativacdo de macrofagos, células dendriticas e neutréfilos que
estimulam a producdo de citocinas pré- inflamatérias como a interleucina-6, a
interleucina 1B e o fator de necrosde tumoral alfa (TNF-a), responsaveis pela ativacdo
dos osteoclastos e consequente reabsorcdo 0ssea; bem como das colagenases que
degradam o tecido conjuntivo, provocando em conjunto a perda de insercdo epitelial, a
formacgéo de bolsas periodontais, mobilidade dental e até mesmo eventual perda dos
dentes (DE OLIVEIRA SILVA et al., 2015).

Individuos diabéticos apresentam maior prevaléncia e severidade de DP quando

comparados a individuos saudaveis (LEE et al., 2015). Alguns mecanismos tem sido



descritos nessa relacdo incluindo, alteragdes na resposta imune celular produzindo
incremento na sintese de citocinas pré-inflamatérias provenientes de mondcitos e
leucdcitos polimorfonucleares (PNM), além da diminuicdo na formacgdo de fatores de
crescimento provenientes de macréfagos (predispondo mais inflamacéo e dificultando o
reparo tecidual (LI et al., 2016). De forma semelhante, a DP prejudica o controle
glicémico, devido a participacdo de citocinas, dentre elas o TNF-a liberado pela
inflamacdo gengival, atuando em receptores periféricos causando resisténcia insulinica e
estimulando o metabolismo inflamatdrio do adipécito. Assim DM e DP séo duas doencas
crénicas sinérgicas, cujas complicacdes apresentam um impacto negativo significativo na
qualidade de vida, longevidade e gastos com satde (JIMENEZ et al., 2012).

Neste contexto, substancias com efeitos metabdlicos e imunomoduladoras vem
sendo estudadas. As BGs possuem ac¢do hipoglicémica conhecida na literatura, uma vez
que formam uma camada gelatinosa no intestino reduzindo assim a absorcdo de
carboidratos e consequentemente diminuindo a glicemia. (FRANCELINO ANDRADE
et al., 2014a), bem como os niveis plasmaticos de colesterol total e triacilglicerois
(ZEKOVIC et al., 2005). Ademais, estudos recentes de nosso grupo tem demonstrado
efeitos benéficos do consumo de BG ndo somente sobre parametros metabolicos, mas
também sobre parametros inflamatorios sistémicos e no tecido gengival de ratos
diabéticos com DP (DE OLIVEIRA SILVA et al., 2015). Porém até o presente momento
a dose 6tima para promover melhor custo-beneficio ainda permanece desconhecida.

Sugere-se que as BGs atuem nos mecanismos de defesa do organismo, através da
ativacdo da resposta imune via sistema complemento, diretamente, ou através de
anticorpos induzindo a migracdo de leucdcitos para o local da infeccdo, melhorando a
resposta imune do hospedeiro (MARAKALALA et al., 2013). Esse efeito parece estar
relacionado com os produtos da sua fermentacdo no limen intestinal — os &cidos graxos
de cadeia curta (AGCCs) — que desencadeiam efeitos anti-inflamatorios sistémicos
através da producdo de imunoglobulina A e citocinas imunossupressoras, tais como,
interleucina 4 e interleucina 10 (ARA KOH, 2016). Devido a relacdo bidirecional entre o
DM e a DP, pesquisas identificando a melhor dose de um composto terapéutico
(nutracéutico) sdo de extremo interesse. Apesar de notaveis evidéncias de estudos
epidemioldgicos e experimentais sobre os beneficios das BGs, ainda é limitada a
indicacdo mais precisa da dose a ser ingerida.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o uso de BGs isoladas de

Saccharomyces cerevisiae em diferentes concentra¢fes em ratos diabéticos com DP, e



verificar a dose ideal capaz de promover maiores beneficios no controle metabolico e na

diminuicdo da reabsorgdo 0ssea alveolar.

2. Materiais e métodos
2.1 Animais

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais
(CEUA), protocolo (N041/17) da Universidade Federal de Lavras (UFLA, MG, Brasil).
O ensaio in vivo foi conduzido no Biotério Central da Universidade Federal de Lavras —
UFLA. Foram utilizados 40 ratos, machos, adultos (Rattus norvegicus albinus), da
linhagem Wistar, pesando inicialmente 100g-150g, provenientes do Biotério da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno medindo 41 x 34 x 17,5
cm, com maravalha (raspas de madeira para absor¢do de urina e agua). Os ratos foram
divididos aleatoriamente em grupos, sendo acomodados no méximo quatro animais por
caixa. As caixas foram mantidas em sala climatizada, com temperatura constante de 23 +
2 °C e ciclos claro-escuro de 12/12hs. Apds um periodo de aclimatacdo de sete dias as
caixas foram identificadas aleatoriamente, sendo definidos 5 grupos contendo 8 animais
em cada (n=8) (Tabela 1).



Tabela 1. Grupos experientais de ratos Wistar machos induzidos ao Diabetes mellitus por
injecdo intraperitoneal de estreptozotocina (70mg/kg) e com doenca periodontal induzida
por ligadura tratados com diferentes niveis de B-Glucana obtidas de Saccharomyces

cerevisiae diluida em 0,3ml de solucdo salina durante 28 dias.

Grupos N Tratamento

1 8 Gavagem Solugéo salina

2 8 Gavagem 10 mg/Kg de B-Glucana diluida em solugéo
salina

3 8 Gavagem 20 mg/Kg de B-Glucana diluida em solucgéo
salina

4 8 Gavagem 40 mg/Kg de B-Glucana diluida em solucéo
salina

5 8 Gavagem 80 mg/Kg de pB-Glucana diluida em solucéo
salina

N= ndmero de animais por grupo

2.2 Inducdo do diabetes mellitus experimental

A inducdo do DM foi realizada pela administracdo intraperitoneal de 70 mg/kg de
estreptozotocina (Sigma, ST. Louis, MO, EUA) dissolvida em tampé&o citrato
(HENDARTO et al., 2012) 48 horas antes de iniciar o tratamento. Os animais foram
submetidos a jejum de oito horas e posteriormente foi mensurada a glicemia através de
amputacdo da ponta da cauda, utilizando glicosimetro ( Accutrend® Plus). Foram
considerados diabéticos os animais com glicemia em jejum acima de 200 mg/dL (Figura
1).

2.3 Inducdo da DP

A DP foi induzida nos animais através do protocolo de ligadura com fio de
algoddo nos primeiros molares mandibulares direito e esquerdo. Os animais foram
anestesiados por injecéo intraperitoneal de xilazina (10 mg/kg) e cetamina (80 mg/kg) e

apos estabelecido o plano anestésico, receberam a ligadura de acordo com metodologia



previamente descrita (DE OLIVEIRA SILVA et al., 2015). Esta inducdo ocorreu no
décimo quarto dia de experimento (t=14). A doenca periodontal foi induzida por 14 dias
(Figura 1).

2.4 Administragdo da B-Glucana

A B-Glucana utilizada foi proviniente do extrato da membrana celular de
Saccharomyces cerevisiae: p-Glucanas — Minimo de 60%; Proteina Bruta — Mé&ximo 8%;
pH (soluo 2%) 4,0-7,0; Cinza - Maximo 10,0 / 100 g. Distribuicdo do tamanho de
particula: média - 41 um; <20 pum, 19%; 20 a 50 um, 43%; 50 a 100 um, 28%; 100 a 200
um, 10%; > 200 um, 0%. Fluidez (segundos) foi de 70,2; angulo de repouso (graus), 31,2;
compressibilidade, 37%; capacidade de retencdo de &gua (média), 7,4; taxa de
solubilidade em agua, 7,9. Foram administradas atraves de gavagem, doses diarias de f3-
Glucana diluida em 0,3 ml de solucdo salina nos animais do experimento. De acordo com
0 grupo experimental pertencente, os animais receberam, durante 28 dias, doses diarias
de: 0 mg/kg (somente solucéo salina), 10 mg/kg, 20 mg/kg, 40 mg/Kg e 80 mg/kg de -
Glucana (Figura 1 e Tabela 1).

Tratamento BG diluida em solugdo saling (Gavagem)

/\

_{
|

Aclimatagio Indugéo DM Glicemia Indugo DP Glicemia Final
(Tlmg ke micial Eutanisia
estreptozotocina)

Figura 1. Representacdo esquematica do delineamento experimetal ao longo do tempo



2.5 Coleta do material para analise
2.5.1 Andlises seéricas - Colesterol total e fragdes

Foram coletadas amostras sanguineas dos animais em jejum no inicio (t=1 dias)
e ao final do experimento (t=28) através de amputacdo da ponta da cauda, para avaliagdo
da glicemia usando o glicosimetro (Accutrend® Plus). Para mensuragdo da glicemia os
animais foram mantidos em jejum de oito horas. Ao final do periodo experimental, 0s
animais foram eutanasiados. Para garantir a auséncia de dor ou sofrimento, foi
administrada anestesia prévia com 50mg/ kg de tiopental sddico via intraperitoneal. A
eutandsia ocorreu por puncdo cardiaca ap6s anestesia. Foram coletadas amostras de
sangue para determinacao dos niveis de CT, TAG e HDL-C utilizando-se kits comerciais
colorimétricos enzimaticos (Labtest®, Lagoa Santa-MG, Brasil). Os niveis de LDL-C +
VLDL-C de cada animal foram analisados através de equacdo (CT— HDL= LDL +
VLDL) (MARTINEZ-FLORES et al., 2004).

2.5.2 Anélise morfométrica da reabsorcdo Gssea alveolar

As mandibulas foram coletadas para determinacdo dos graus de reabsor¢do 6ssea
alveolar, sendo avaliadas ap6s a remogéo do tecido mole através de método morfométrico
(DE OLIVEIRA SILVA et al., 2015).

As pecas foram fixadas em solugdo de formalina a 10%. Posteriormente, foram
imersas em peroxido de hidrogénio a 30% durante 2 horas para facilitar a remocéo
mecanica dos tecidos moles. Apds a exposicdo 0ssea, foi feita coloracdo com Azul de
metileno 1% durante 1 minuto para delimitagédo da juncdo cemento-esmalte (CEJ).

As mandibulas foram observadas em estereomicroscépio com uma camera de
video acoplada a um computador e as imagens registradas com aumento de 20x e
armazenadas. A distancia entre a crista 0ssea alveolar e CEJ foi medida na metade de
cada raiz do primeiro molar seguindo seu longo eixo. As medicGes lineares da juncéo
cemento-esmalte a crista 6ssea alveolar na metade de cada raiz seguindo o eixo foram
realizadas de acordo com a metodologia previamente descrita. (CRAWFORD;
TAUBMAN; SMITH, 1978). As mensuracfes foram obtidas das trés raizes do primeiro
molar na face lingual utilizando o software de analise Image J (Bethesda, MD,USA), por
um examinador treinado e desconhecedor dos grupos experimentais. A média das trés

medidas foram utilizadas para expressar a reabsorcao 0ssea alveolar de cada animal.



3. Anélise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com oito repeti¢cdes por
tratamento. As analises estatisticas foram realizadas através da Analise de Variancia
(ANOVA). As médias e desvio padrdo (DP) dos tratamentos, quando significativas foram

comparadas pelo teste de Dunnett a 5 % (p< 0,05).

4. Resultados
Analisando os parametros metabolicos, os tratamento com as doses de 40mg/kg e

80mg/kg reduziram significativamente a glicemia e os niveis de TAG quando
comparados ao grupo sem BG, (Figura 2B e 2C respectivamente; p <0,05). No entanto
foi observado aumento significativo nos niveis de HDL-C e reduc¢édo dos niveis do CT e
LDL-C+VLDL-C, somente no grupo experimental que recebeu a dose de 80mg/kg

quando comparado ao grupo controle (Figura 2E, 2A e 2D respectivamente; p <0,05).
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Figura 1. Pardmetros metabdlicos de ratos Wistar machos induzidos ao Diabetes Mellitus por injecdo
intraperitoneal de estreptozotocina 70mg/kg e com doenca periodontal induzida por ligadura tratados com
diferentes niveis de B-glucana de Saccharomyces cerevisiae durante 28 dias; @ ndo difere do controle
(Omg/kg) pelo teste Dunnett (p <0,05); ° difere do controle (Omg/kg) pelo teste Dunnett (p <0,05) *difere
do controle (Omg/kg) pelo teste Dunnett (p <0,05).



Em relacdo a reabsorcdo Ossea alveolar houve uma reducdo significativa nos
grupos que receberam as doses de 40mg/kg e 80mg/kg quando comparados ao grupo

controle que recebeu Omg/kg/dia (Figura 3; p <0,05).
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Figura 2. Reabsorc¢do 6ssea alveolar (mm — média # desvio padrio) de ratos Wistar machos induzidos ao
Diabetes Mellitus por injecdo intraperitoneal de estreptozotocina 70mg/kg e com doenca periodontal
induzida por ligadura tratados com diferentes niveis de p-glucana de Saccharomyces cerevisiae durante 28
dias; ndo difere do controle (Omg/kg) pelo teste Dunnett (p <0,05); ® difere do controle (Omg/kg) pelo teste
Dunnett (p <0,05).

Figura 3. Andlise morfométrica de ratos Wistar machos induzidos ao Diabetes Mellitus por injecdo
intraperitoneal de estreptozotocina 70mg/kg e com doenca periodontal induzida por ligadura tratados com
diferentes niveis de B-glucana de Saccharomyces cerevisiae durante 28 dias. A controle (Omg/kg); B
(10mg/kg); C (20mg/kg); D (40mg/kg); E (80mg/kg). Apenas um animal representativo por grupo é
apresentado nesta figura.



5. Discussao

Os resultados do presente estudo demonstraram efeito dose - dependente de BG
sobre parametros metabolicos e para reabsorcdo 0ssea alveolar em ratos diabéticos com
doenca periodontal. Efeitos benéficos foram detectados a partir da dose de 40mg/kg,
porém os melhores resultados foram alcangados no grupo experimental que recebeu a
dose mais alta de BG de 80mg/kg, com reducao dos niveis séricos de colesterol total (CT)
e lipoproteina de baixa densidade e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-
C+LDL-C), e um aumento nas concentracdes das lipoproteinas de alta densidade (HDL-
C), quando comparados ao grupo controle que néo recebeu BG (p <0,05).

Esses resultados corroboram com estudo prévio com hamsters hiperlipidémicos
tratados com diferentes doses de BGs (31,25mg/kg; 62,5mg/kg; 125mg/kg) extraida de
A. Pullulans durante 56 dias. Houve diminuicdo acentuada no perfil lipidico no grupo
que recebeu a dose de BG de 125mg/kg quando comparado ao grupo controle (p <0,05),
demonstrando também melhor efeito com a maior dose (MEE-KYOUNG LIM, SAE-
KWANG KU, 2015). Outros estudos conduzidos com hamsters obesos tratados com
diferentes doses de BG (2g, 49, 8g) provinientes de cevada ou aveia, durante 49 dias
apresentaram também reducdo nos niveis plasmaticos de CT e LDL-C na dose de 49 e 8¢
de BG independente da fonte cevada ou aveia, no entanto ndo houve diminuigéo de CT e
LDL-C em hamsters consumindo 2g de BG de qualquer fonte. Constatando que os efeitos
da BG foram dependentes da dose e independentes da fonte (DELANEY et al., 2003).
Estes estudos foram conduzidos com animais obesos e/ou recebendo dieta
hipercolesterolémica. Em relacdo aos niveis de TAG, houve uma reducéo significativa a
partir da dose de BG de 40mg/kg quando comparado ao grupo controle (p<0,05), em
consonancia com estudo com ratos Sprague Darley hiperlipidémicos, tratados com doses
semelhantes de BGs (10mg/kg/dia; 20mg/kg/dia; 30mg/kg/dia e 40mg/kg/dia) extraidas
de Saccharomyces cerevisae. Houve diminui¢do nos niveis plasmaticos de TAG somente
no grupo que recebeu a dose de BG de 40mg/kg quando comparado ao grupo controle
(p<0,05) (KUSMIATI; DHEWANTARA, 2016).

Porém estudo prévio do nosso grupo, com ratos induzidos ao DM tratados com
dose Unica de 30mg/Kg de BG de Saccharomyces cerevisae durante 28 dias demonstrou
uma reducdo de 32% na concentracdo plasmatica de TAG (VIEIRA LOBATO et al.,
2015). Similarmente, uma reducdo nos niveis de TAG, CT e LDL-C e aumento nas

concentragfes plasmaticas de HDL-C foram evidenciadas em trabalho com ratos



diabéticos tratados com 200mg/kg de BG de cevada durante 3 semanas (GAO et al.,
2012), corroborando os presentes resultados.

As principais alteragdes lipoproteicas no DM tipol s&o hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia, sendo as principais causas de doencas cardiovasculares (NWOSU et
al., 2018). As BGs possuem efeitos hipocolesterolémicos atribuidos a capacidade dessa
fibra dietética soluvel em formar solugdes viscosas que prolongam o esvaziamento
gastrico, inibem o transporte de triacilglicerdis e colesterol através do intestino e reduzem
as concentracdes totais de LDL-C (SIMA; VETVICKA, 2018).

O efeito hipoglicemiante também esté associado com a alta viscosidade do quimo
relacionada com a capacidade de absorver agua da BG, diminuindo a absorcdo de
carboidratos e provocando um declinio na resisténcia insulinica (LIU et al., 2016). Outro
mecanismo de acdo hipoglicemiante que pode ser atribuido as BGs pode estar ligada a
supressdo do transportador de glicose e sodio (SGLT-1) na mucosa do intestino e
modulacdo da microbiota intestinal (CAO et al., 2016), além da reducdo da atividade das
dissacaridases intestinais especialmente em doses altas de BG (DONG et al., 2011) e
melhora na atividade da enzima succinato desidrogenase, aumentando a utilizacdo da
glicose e consequentemente provocando reducdo da glicemia (SHEN et al., 2011).

Os resultados deste trabalho demonstraram ainda uma reducdo da reabsorgéo
Ossea alveolar a partir da dose de 40mg/kg de BG (p< 0,05). Esses achados corroboram
estudo com Polycan (B-glucana extraido da levedura Aureobasidium pullulans) em ratos
Sprague-Dawley induzidos a periodontite experimental, tratados com diferentes doses de
BG (0mg/kg; 21 mg/kg; 25mg/kg; 42,5mg/kg; 85mg/kg) durante 10 dias indicando que
0S grupos que receberam doses superiores a 42mg/kg apresentaram diminui¢fes mais
significativas (p< 0,05), nas concentragcbes de interleucina 1 beta (IL-1pB),
mieloperoxidases (MPO), fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) no tecido gengival ¢ na
reducdo da reabsorcdo dssea alveolar, além de um declinio da atividade gengival da
Oxido nitrico sintase (iNOS), e nas concentracdes de Melondialdido (MDA),
promovendo efeito protetor das BGs na periodontite através de acdo antioxidante e
antiflamatoria dependente da dose (KIM et al., 2012).

A acdo das PB-glucanas nas células do sistema imunoldgico estdo sendo
elucidados. A acdo imunomoduladora das B-glucanas sé@o relacionadas a ativacdo de
macrofagos que possuem receptores tipicos na superficie celular chamados receptores de
reconhecimento de padrdes PRRs — especialmente a dectina-1 e o receptor do tipo Tooll-

like (TLR), que detectam inatamente moléculas ndo proprias, incluindo padrbes



moleculares associados a patdgenos (PAMPS) (LEE et al., 2015). As B-Glucanas podem
agir como PAMPs e séo reconhecidos pelos PRRs, uma vez que as B-glucanas ndo podem
penetrar diretamente na membrana celular por causa do seu grande tamanho molecular
(MARAKALALA et al., 2013). Apo6s a ligacdo com a B-glucana, os PRRs induzem a
cascata de sinalizacdo e ativam as células do sistema imunolégico. O receptor de
complemento 3 (CR3), receptores de escape (SR) e lactosilceramida (LacCer), também
podem estar envolvidos (KIM et al., 2011).

Estudos prévios do presente grupo demonstraram efeitos benéficos das BGs
provenientes de Saccharomyces cerevisiae no metabolismo e na reabsorcdo 0ssea
alveolar (SILVA et al.,2012; FRANCELINO ANDRADE et al., 2014a; FRANCELINO
ANDRADE et al., 2014b; ANDRADE et al., 2015; DE OLIVEIRA SILVA et al., 2015;
VIEIRA LOBATO et al., 2015; ANDRADE et al., 2016; ANDRADE et al., 2017; DE
OLIVEIRA SILVA et al., 2017) com dose Unica de 30mg/kg.

Este estudo sugere que as B-glucanas da levedura Saccharomyces cerevisiae tém
propriedades imunomoduladoras e metabdlicas dose-dependentes e que estas podem se

tornar ferramentas auxiliares no controle de pacientes diabéticos com doenca periodontal.

6. Conclusao
Conclui-se que houve efeito dose-dependente das BGs na prevencdo da
reabsorcdo Ossea alveolar, bem como sobre pardmetros metabolicos em ratos diabéticos

com doenca periodontal, sendo a maior dose de 80mg/kg a mais efetiva.
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