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RESUMO GERAL

A presente tese foi dividida em dois capitulos. pMimeiro capitulo,
objetivou-se avaliar os efeitos do tratamento @sghlucanos desacharomyces
cereviseaesobre o perfil metabdlico e parametros de perdaadslveolar em
ratos diabéticos com doenca periodontadram utilizados 48 ratogVistar,
induzidos a diabetesellitus (estreptozotocina 80 mg/kg via intraperitoneal) e
doenca periodontal induzida por ligadura. O delimesto utilizado foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x2a) seis repeticdes por
tratamento. Os animais foram tratados ddmglucanos, durante 28 dias. Os
dados obtidos foram submetidos a anélise estatigiidOVA - p <0,05). OB-
glucano reduziu a perda 6ssea alveolar em aniroaigloenca periodontal tanto
diabéticos quanto néo diabéticos (p < 0,05)B-Glucano reduziu a glicemia,
colesterol e os triacilgliceréis em animais diatEtj tanto com doenca
periodontal como sem doencga periodontal (p < 0,88).geral, o tratamento
com B-glucanos reduziu a expressao de genes cicloxigeBas ligante do
receptor do fator nuclear kappd e aumentou a expressdo génica de
osteoprotegerina nos animais com diabetes e dgaredontal. Concluiu-se
gue o tratamento comfrglucano promoveu efeitos metabdlicos e periodentai
benéficos em ratos diabéticos com doenca perioddiwasegundo artigo, foi
avaliada a perda Gssea alveolar e a morfologiawdasa intestinal por meio de
avaliacdo histolégica em ratosiséar com doenca periodontal induzida por
ligadura, tratados corfi-glucanos provenientes dgaccharomyces cerevisiae
Foram utilizados 24 rato®istar, induzidos a doenca periodontal através de
protocolo de ligadura. O delineamento utilizadoifidéiramente casualizado em
esquema fatorial 2x2, com seis repeticfes pornieido. Os animais foram
tratados com 30 mg/kg/dia geglucanos, durante 28 dias. Foram coletados as
mandibulas e os fragmentos de cada segmento matleshs dados obtidos
foram submetidos & anélise estatistica (ANOVA - p,85). Op-glucano foi
eficiente em reduzir a perda 6ssea nos animaisdmmnca periodontal quando
esses foram comparados aos que ndo receberamdndbaip < 0,05). Os
animais tratados comp-glucanos apresentaram maior altura de vilosidawbes
duodeno tanto em grupos com doenca periodontaltguem grupos sem a
doenca (p < 0,05). Profundidade de cripta foi memojejuno de animais com
doenca periodontal tratados cdiyglucanos quando comparados aos animais
nao tratados (p < 0,05). A relagdo profundidaderiggas/altura de vilosidades
foi maior no duodeno de animais com doenga peri@fidnatados cong-
glucanos em relagdo aos nédo tratados (p < 0,0%icl@o-se que o tratamento
com B-glucanos reduziu a perda 6ssea alveolar em ratoddoenca periodontal
e aumentou a area de absorgéo no duodeno dessessani
Palavras-chave: Inflamacédo. Prebiodticos. Diabetegllitus. Imunidade.
Sacharomyces cerevise&atos.



GENERAL ABSTRACT

The present dissertation was divided into two obi@ptin the first
chapter, we aimed at evaluating the effects otrgtment withlSaccharomyces
cereviseae p-glucans over the metabolic profile and alveolamédoloss
parameters on diabetic rats with periodontal dise¥$e used 48Vistar rats,
induced tomellitus diabetes (streptozotocin 80 mg/kg via intrapegtih and
periodontal disease induced by ligature. The desigad was completely
randomized in a 2x2x2 factorial scheme, with siplicates per treatment. The
animals were treated witprglucans during 28 days. The data obtained were
submitted to statistical analysis (ANOVA - p<0.09)he B-glucan reduced
alveolar bone loss in animals with periodontal alése wither diabetic or not
(p<0.05). Thep-glucan reduced blood glucose, cholesterol andlygdycerols
in diabetic animals, wither with periodontal diseas not (p<0.05). In general,
the treatment witl-glucans reduced the expression of cicloxigenageries
and ligands of the kappf nuclear factor receiver and increased the gene
expression of osteoprotegerin in the animals withbetes and periodontal
disease. We conclude that the treatment @gifucan promoted beneficial
metabolic and periodontal effects in diabetic with periodontal disease. In the
second article, we evaluated alveolar bone loss taedmorphology of the
intestinal mucosa by means of histological evatumton Wistar rats with
periodontal disease induced by ligature, treatetth $iglucans derived from
Saccharomyces cerevisea®/e used 24Wistar rats, induced to periodontal
disease by means of ligature protocol. The desigaduwas completely
randomized in a 2x2 factorial scheme, with six icgtes per treatment. The
animals were treated with 30 mg/kg/day pflucans, during 28 days. We
collected the jawbones and the fragments of eaglstinal segment. The data
obtained were submitted to statistical analysis QAM\ - p<0.05). The3-glucan
was efficient in reducing bone loss in animals wigtriodontal disease when
compared to those that did not receive the treatr@r0.05). The animals
treated withpB-glucans presented higher villus in the duodenunitheh in
groups with periodontal disease or in groups withba disease (p<0.05). Crypt
depth was smaller in the jejunum of animals withiquontal disease treated
with B-glucans when compared to those not treated (p¥%0,0Be crypt
depth/villus height relation was larger in the dewdm of animals with
periodontal disease treated wifliglucans in relation to those not treated
(p<0.05). We concluded that the treatment \Biilucans reduced alveolar bone
loss in rats with periodontal disease and incredisedarea of absorption in the
duodenum of these animals.

Keywords: Inflammation.  Prebiotics. mellitus diabetes.  Immunity.
Saccharomyces cereviseaats.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A doencga periodontal e o diabetesellitus sdo patologias que
representam um dos principais problemas de salle&c@mundial e vem se
agravando rapidamente especialmente nas nacoessnvdlvimento. Ambas
apresentam alta prevaléncia na populacdo, sdo ideog# multifatorial,
apresentam caracteristicas cronicas e evidéncigéicam uma relacdo
bidirecional entre elas (CHAPPLE; GENCO, 2013; AHKBBAZ; AL-
SHAMMARI, 2011; ISLAM, 2011).

No paciente diabético ndo compensado, a hipergiicemsultante
promove alteracdes vasculares (microangiopatiagocitose ineficaz pelos
neutrofilos e macrofagos, além de lentificacdo ideese de colageno causando
retardo na reparacao tecidual (SILVA et al., 2MESHPANDE et al., 2010).
J& nos pacientes com doencga periodontal ativa,reodiseracdo crdnica
exacerbada de citocinas pré-inflamatérias, redaziadacdo da insulina e
consequente agravamento das alterac6es metab®iC&OMANTZOS et al.,
2011).

Desta forma, a investigacdo de novas formas deratentla doenca
periodontal para pacientes diabéticos é de interésgratamento convencional
da doenca periodontal envolve a remog¢éo do biofénaéminuicdo do nimero
de agentes bacterianos por meios fisicos - raspagenalisamento
coronoradicular (CARVALHO et al., 2011; LOPES et @010; ALMEIDA et
al., 2007). Além disso, eventualmente podem serregaplos o uso de
irradiacdo laser e fototerapia. Agentes quimica=ifo - clorexidina, 6leos
essenciais (KRAYER; LEITE; KIRKWOOD, 2010; HAFFAJEE al., 2009)
antibioticoterapia local ou sistémica também tédo stmpregadas de forma
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complementar ao tratamento convencional. Entretaskas terapias apresentam
efeitos indesejaveis como alteracdo do paladamg&ilboem para a selecdo de
microrganismos resistentes (ALMEIDA et al., 2007OREZ; GAMONAL;
MARTINEZ, 2000). Ja o tratamento do diabatesllitus geralmente consiste de
terapia médica nutricional, atividade fisica regulansulinoterapia e/ou
hipoglicemiantes orais - dependendo do tipo | oe llo estdgio da doenca
(PIRES; CHACRA, 2008; MALERBI et al., 2006).

Osp-glucanos tém sido empregados tanto como agenteéslatores da
resposta imune como agentes anti-hiperglicemiafstges sao polissacarideos
provenientes da parede celular de uma variedagdadeas, fungos e algas que
estimulam a fagocitose e a producdo de citocinaé-inflamatérias
(VETVICKA, 2011; RUBIN-BEJERANO et al., 2007), e dezem as
concentracbes de glicose no sangue (LO et al.,)2@@&feito acontece, uma
vez que dB-glucano ocasiona a queda na absorcéo da glicda® @aterdcitos
(PAULA et al.,, 2005), diminuindo a concentracdo gkcose sanguinea
(REYNA et al., 2003), o que pode auxiliar no tra¢ewo da diabetenellitus
(WURSCH; PI-SUNYER, 1997).

Adicionalmente, solucdes gleglucanos provenientes de fungos, quando
administradas por via oral, reduziram a perda Os$esolar em ratos com
doenca periodontal induzida por ligadura (BREIViKak, 2005).

Entretanto, os efeitos d@isglucanos ndo foram avaliados em animais
diabéticos com doenca periodontal, e nem tampoocant esclarecidos os
mecanismos moleculares envolvidos neste processo.

Desta forma, pesquisas envolvendo um mesmo prinafpio capaz de
modular a resposta inflamatéria e concomitantemeatgrolar glicemia é de
extremo interesse, especialmente sabendo-se quergal periodontal é mais
frequente e mais grave em pacientes com contrat#ngico inadequado
(FRIEDLANDER, 2010). Assim, o presente estudo temo objetivo avaliar o
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efeito do uso d@-glucanos em ratos diabéticos submetidos & doergadpntal

induzida por ligadura
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 p-glucanos

Diversos compostos ricos em fibras sdo empregadio®m dratamento
alternativo no controle da glicemia e na reducaorekisténcia a insulina
(TOSH, 2013; KING et al., 2005). Dentre eles demtase o$-glucanos que,
além dos efeitos metabdlicos, sdo amplamente adiig como agentes
imunomoduladores e antitumorais (SAMUELSEN; SCHREEKEIR;
KNUTSEN, 2014; HARNACK; ECKERT; PECHER, 2011; VETWKA, 2011,
SENER et al., 2006; CHEN; ZHANG; JIANG, 2013).

Os pB-glucanos representam 0s principais componentest@sts da
parede celular de fungos (RAHAR et al., 2011), f@an(VOLMAN;
RAMAKERS; PLAT, 2008) e algumas bactérias (GACTOakt 2000). Estes
polissacarideos possuem ac¢Bes comprovadas solinmgieos metabdlicos e
imunolégicos em doencas crdnicas como, por exemgiabetes mellitus
(RAHAR et al., 2011), dislipidemias (KING, 2005)rdec¢des (AKRAMIENE
et al., 2007; SANDVIK et al., 2007).

A estrutura quimica dg$-glucanos possui uma ligacao linear cenfiral
(1- 3) formada por unidades de glicose ligadas adeia principal, que se
diferenciam conforme seu comprimento e ramificagd€sO; TRINCADO;
MURTAUGH, 2004; SONCK et al., 2010). (sglucanos isolados de plantas
sdo lineares e possuem ramificagbes com ligagddd- 4), enquanto as
provenientes de fungos possuem ramificacfes camdasp (1- 6). A posicao
de sua ramificacdo geralmente define a atividaddica que d3-glucano ira
desempenhar (RAHAR et al., 2011).
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16 ? HOCH,

Figural 1) Estrutura quimica df-glucanos isolados de plantas com
ramificacoes (1- 4); 2) estrutura quimica gleglucanos isolados de
fungos com ramificacogs(1- 6)

Fonte: (RIBEIRO et al., 2009).

Em relacdo a sua toxicidadgsglucanos administrados por via oral
durante quatro semanas ndo demonstraram sinaigxigédade, nem quando
administrados em grandes quantidades (TURMINA et 2012; CHEN;
ZHANG; JIANG, 2013).

2.1.1 Atividade imunomodulatéria dos p-glucanos

Os B-glucanos provenientes da parede celular de fusgospolimeros
lineares formados por unidades de glicd$d-3)-D-glucopiranosil com
ramificacdes B(1-6) de diferentes tamanhos que apresentam alwida
imunomodulatéria (SONCK et al., 2010; XIAO; TRINCAD MURTAUGH,
2004).

A poténcia imunolégica dog-glucanos estd associada a sua habilidade
em ativar os leucécitos (SANDVIK et al., 2007) sediribuida e dependente da
massa molecular, conformacdo, solubilidade e tambdm grau e
posicionamento de suas ramificacdes. Em geral, steraugerido que of-

glucanos de alto peso molecular (mais prevalerdenatureza) podem ativar
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diretamente os leucdcitos, estimulando suas funfdgesciticas, citotOxicas e
atividade antimicrobiana (AKRAMIENE et al., 2000s B-glucanos de peso
molecular intermediario possuem atividade biol6gicaivo, porém seus efeitos
celulares sdo menos evidentes, enquanto os de Ipggo molecular séo
geralmente considerados inativos (AKRAMIENE et 2007).

Os B-glucanos tém sido extensivamente usados auxilisadprotecdo
contra infec¢cdes. Em varios modelos experimentagses compostos tém
mostrado protecdo contra infec¢des por bactérip®zoarios, além de uma
melhora da eficiéncia de antimicrobianos em infesgdor bactérias resistentes
(RICE et al.,, 2005). O efeito protetor dfsglucanos foi demonstrado em
infecgdes experimentais pbeishmania majoe L. donovani Candida albicans
Toxoplasma gondiiStreptococcus suilasmodium berghgiStaphylococcus
aureus Escherichia coli Mesocestoides cortiTrypanosoma cruziEimeria
vermiformise Bacillus anthracigVETVICKA, 2011).

2.1.2 Atividade metabdlica dosp-glucanos

A acdo dosp-glucanos sobre o metabolismo ocorre principalmente
devido as interacdes fisico-quimicas destas fibtam a digesta. Estes
polissacarideos formam uma camada gelatinosa ge®fia como uma barreira
que dificulta a absorcdo de carboidratos, levandsine a uma menor
concentracdo de glicose no sangue. Essa funcaogeodebservada tanto em
humanos quanto em animais (TAPPY; GUGOLZ; WURSC396] REYNA et
al., 2003; LIATIS et al., 2009; CHOI et al., 20IONG et al., 2011).

Esta camada gelatinosa deve-se a viscosidade farnmaatlz intestinal
gue atua como uma peneira que filtra moléculas greapiretardando a digestao
e absorcdo de alguns nutrientes (RIBEIRO et aQ9RMHa também a hipotese

de que esta camada gelatinosa atrase a interacZmito e sua enzima
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digestiva causando a reducdo na absorcdo de cadogice, consequentemente,
a reducdo da glicemia (BATTILANA et al., 2001).

Essa particularidade da fibra @eglucanos decorre da sua propriedade
fisico-quimica (peso molecular e solubilidade),sda predisposicdo a retencao
de agua, viscosidade, emulsificacdo, fermentabidaesisténcia a degradacao
por bactérias intestinais e a sua propensdo a Gimsode nutrientes
(SCHNEEMAN, 1987).

De acordo com Lo et al. (2006) tantofaglucanos de aveia quanto 0s
de fungos, quando fornecidos via oral, sdo capdeeseduzir a glicemia de
roedores. O extrato aquoso fleglucanos deAgaricus blazei basidiocarpos
mostrou atividade anti-hiperglicemiante, anti-hifgliceridemica, anti-
hipercolesterolemica e antiarteriosclerética enosratiabéticos (KIM et al.,
2005).

Ademais, ha relatos de que as fibras corfieghuicanos reduzem o risco
de doencas cardiovasculares e metabdlicas atravémediacdo do processo
inflamatério (LIU et al.,, 2002; LIU, 2003). As himses destes mecanismos
demonstram que dgsglucanos podem diminuir a oxidacao de glicoseieldios
promovendo um ambiente intestinal saudavel, predenia inflamacao,
alterando as adipocitocinas no tecido adiposo eeatando a circulacao enterro-
hepatica de lipideos e compostos lipofilicos (KIBt@l., 2005).

2.2 Doenca periodontal

A doenca periodontal é caracterizada por uma iafedacteriana oral
cronica associada a presenca de biofilme, quetaesal inflamacéo gengival
e/ou dos tecidos periodontais, podendo evoluir awstruicdo gradual do
ligamento periodontal, osso alveolar de suportemento radicular (IRFAN;
DAWSON; BISSADA, 2001; MICHAUD et al., 2007).
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Trata-se de uma condicdo altamente prevalente malgg@io adulta em
todo mundo, sendo observado um aumento acentuadm@&mcorréncia com o
avanco da idade. Uma das formas mais comuns dacaoperiodontal,
denominada periodontite, afeta aproximadamente 88%opulacédo adulta no
mundo, enquanto que suas formas graves afetam #%e @015% destes
individuos (CHAPPLE; GENCO, 2013).

Numerosas espécies de bactérias periodontopato¢feogeyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Aggregatibacterctinomycetemcomitans,
Fusobacterium nucleatunexistentes no biofilme sdo responsaveis pelaciolu
e manutencdo da inflamacgdo periodontal (ORINGER)220.00S, 2005;
MOUTSOPOULOS; MADIANOS, 2006; ALMEIDA et al.,, 2007)Esses
microrganismos estao frequentemente presentesanahbiata subgengival e sdo
representados principalmente por bactérias anaer@yam-negativas (MINTZ,
2004).

A producéo de citocinas e quimiocinas pelas batédo biofilme gera
uma resposta inflamatdria que quando exacerbada #ewdegradacdo das
estruturas do periodonto de sustentacdo, caraatelozse pela destruicdo do
ligamento periodontal, ativacdo de osteolcastosabsorcdo do osso alveolar,
migracdo apical do epitélio juncional e formacdo liesas periodontais
(GENCO, 1992; SLOTS; REYNOLDS; GENCO, 1980).

Na DOENCA PERIODONTAL grande parte da destruicaseotada
ocorre como resultado de uma resposta imunoinflzniaatio hospedeiro ao
biofilme. Os produtos bacterianos iniciam uma respdocal na gengiva, que
envolve o recrutamento de células inflamatériasagfo de prostandides e
citocinas, sintese de enzimas liticas e ativacdostieoclastos (ARMITAGE,
2002; MOUTSOPOULOS; MADIANOS, 2006).

As prostaglandinas e outros metabdlitos do acidodémico tém um

reconhecido papel na patogenia da doenca periddooao um importante
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mediador pré-inflamatério na gengivite e na reat®ordo osso alveolar
(DRISKO, 1996). Elevados niveis de ProstaglandiBgBEGE?2) sao detectados
no liquido crevicular de pacientes com doenca gerital, achado esse que tem
sido associado ao aumento da gravidade da doenE&E(BACHER;
HEASMAN; COLLINS, 1993). A ciclooxigenase-2 (COX;2precursora da
PGE2, é expressa durante as condi¢bes inflamatifwitazidas por citocinas
inflamatérias e endotoxinas (SEIBERT et al., 19@8MITH; GARAVITO;
DEWITT, 1996).

O ligante do receptor do fator nuclear kappa(RANK-L) e a
osteoprotegerina (OPG) também sdo mediadores clu@veegulam a expresséo
de osteoclastos e desempenham um papel fundamentatmacao e ativacéo
dos mesmos (CROTTI et al.,, 2003). Segundo Liu et(2003), o nivel de
MRNA de RANKL € mais elevado na periodontite avaiagé&Em contraste, o
nivel de mRNA de OPG na periodontite - tanto avdagguanto moderada - €

menor em pacientes com a doenca do que em pacseniggveis.

2.2.1 Doenca periodontal experimental

Ao contrario de outras doencas infecciosas humagas, ndo tém
correspondentes em outras espécies, a doencagragbohflamatdria € comum
em muitas espécies animais (KHAZANDI et al., 201Bjferentes modelos
animais podem ser utilizados para se avaliar agpagse ou até mesmo as
modalidades terapéuticas possiveis com relacdo encdo periodontal
inflamatoria.

Neste sentido, os ratos geralmente séo alvo ddassexperimentais da
doenca periodontal. Tal fato deve-se as grandeslBantas entre ratos e outras
espécies animais, inclusive humanos, em relacamuitetura da regido de

molares, além do menor custo da pesquisa, faciuseam e disponibilidade de
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utilizacdo de vérias linhagens com diferentes estathicrobiol6gicos e

imunolégicos (WEINBERG; BRAL, 1999). Além disso,tedos da doenca
periodontal inflamatéria em humanos levantam vagosblemas, como a
determinacdo do nivel da atividade da doenca, gisawdividuais e

suscetibilidade a progressdo da doenca. Dessa,féringportante escolher um
modelo animal experimental que compartilhe carétteas semelhantes com
relacdo a anatomia e a doencga periodontal inflamaatfe outras espécies
(WEINBERG; BRAL, 1999).

A anatomia da juncdo dento-gengival da regido dinme® de rato é
muito semelhante agquela descrita em algumas espéuimais e em humanos,
tornando o estudo experimental da doenca periodanfiamatoria nesses
animais uma ferramenta bastante valida (LISTGARTHEBI/5). Os achados
clinicos e microscépicos da doenga periodontaainéitéria experimentalmente
induzida em ratos também s&o semelhantes aquéladascem outras espécies.
Clinicamente, nota-se sangramento gengival sob agmmd suave e,
microscopicamente, 0 epitélio juncional sofre aliées graduais, como
formacao de cristas epiteliais, ulceracdo e migragfical. Observa-se ainda, no
tecido conjuntivo subjacente, infiltrado inflamatdcontendo linfocitos T e B,
macréfagos e neutréfilos polimorfonucleares, bemma@alestruicdo de fibras
colagenas e atividade osteoclastica aumentada (FKHENJ 1991).

Em ratos, a doenca periodontal pode ser induzida rpeio de
manipulacdo dietética (ROBINSON; HART; PIGOTT, 1R9dla inoculacdo
experimental de microrganismos periodontopatogénimo de seus produtos
(FIEHN; KLAUSEN; EVANS, 1992) e, ainda, por meio dalocacdo de
ligaduras ao redor da regido cervical do molarrdmal (GYORFI et al., 1994),
geralmente o primeiro molar superior ou inferiorcélocagéo de ligadura com
fio de seda ou algoddo ao redor da regido cendealprimeiros molares,

inferiores ou superiores, tem sido amplamentezatih na inducéo da doenga
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periodontal inflamatéria experimental (KLAUSEN, I19ARAL et al., 2015;
KIM et al., 2014). Neste modelo, a ligadura ageédammo um fator promotor
da formacéo de placa dento-bacteriana quanto caomdrauma mecéanico na
area dento-gengival, provocando achatamento e cdesinto dos tecidos
gengivais mesial e distal, bem como reduz a irdage tecidual pela ulceracao
ocasional do epitélio sulcular, o que permite umansa interacdo hospedeiro-
placa dento bacteriana. Neste modelo de inducmic@c¢do da doenca
periodontal inflamatéria por bactérias é bem doatada e o resultado final
gue envolve destruicdo do osso alveolar e de ou&oslos conjuntivos é
prontamente observada (LOHINAI et al., 1998).

2.3 Diabetesmellitus

O diabetesnellitusé uma doenca onde a homeostase do metabolismo de
carboidratos, proteinas e lipidios é inadequadameagulada pelo horménio
pancreatico insulina, resultando em um aumentoidel de glicose no sangue
(SUNIL; IGNACIMUTHU; AGASTIAN, 2011). Os sinais eirgtomas mais
frequentes do diabetesellitus sdo: polidria, polidipsia, glicosuria, polifagia,
alteracdes visuais, lesdes na pele, disturbiosazarsl, bucais e renais (SEINO et
al., 2010). Essa patologia € um dos principais Iprohs de sadde publica
mundial e vem se agravando rapidamente especidmeas nacdes em
desenvolvimento. Adicionalmente, esta doenca amoeta de 285 milhdes de
pessoas no mundo, sendo que destas, 90% sao pastatbodiabetesellitus
tipo 2 (FAZELI FARSANI et al., 2013). Em animais dempanhia, estima-se
que a prevaléncia do diabetesllitus esteja entre 0,3% e 1,3% em caes,
enquanto que em gatos este valor esta entre 0,28%(MACIEL et al., 2013).

Existem dois tipos de diabetellitus o tipo 1 e o tipo 2. No diabetes

mellitus do tipo 1, verifica-se uma deficiéncia na produgd® insulina
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decorrente da destruicdo autoimune das céplds pancreas. Em geral, neste
tipo da doenca, os pacientes sdo jovens (ante@anos de idade) e ndo
obesos quando os sintomas aparecem pela primeima seu tratamento exige o
uso de insulina. No diabetesellitus Tipo 2, ocorre resisténcia a acdo da
insulina. Neste caso a doenca tem heranca pol@é@&mica ndo completamente
definida. A patogénese do diabetesllitus Tipo 2 é complexa e envolve a
interacdo entre a geneética e fatores ambientaise &sses especialmente a
obesidade proveniente do sedentarismo e ingestAmndar excessiva. Em
ambos o0s casos, 0s agentes hipoglicemiantes ofais iesulina tornam-se
frequentemente necessarios (DEFRONZO, 2004; MALANDR SMITH,
2011).

A grande importancia do diabetellituscomo um problema de salde
publica est4 no fato de que a maioria das comglesagronicas da doenca é
altamente incapacitante para a realizacdo dagdaties diarias e produtivas,
além de comprometer a qualidade de vida dos ingddgidAcrescenta-se a isso, 0
fato de o tratamento das mesmas ser extremameetesonpara o sistema de
salde publica (FAZELI FARSANI et al., 2013).

O desenvolvimento de produtos que possibilitemrgisiento de novas
alternativas para o tratamento do diabetes é mfleyarincipalmente tendo-se
em vista a prevaléncia desta enfermidade em tadormo. Além de se tratar de
uma doenca de carater cronico, a mesma predisppacemtes a uma série de
outras complicacbes em longo prazo, especialmegtelas associadas ao
sistema circulatério (micro e macroangiopatiasg t|m tratamento complexo e
dispendioso (SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2005).
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2.3.1 Modelo animal experimental de diabetesellitus Tipo 1

Estudos envolvendo modelos animais de diabeteallitus sao
importantes devido as diversas limitacdes de ifyagdo da doenca diretamente
em seres humanos. Sendo assim, ja que existe sampelfisiologica, celular e
molecular entre o0s roedores e 0s humanos, a gfiizade modelos
experimentais torna-se uma ferramenta bastant CGHATZIGEORGIOU et
al., 2009; DAMATTA, 2010).

Os modelos mais utilizadada vivo para o estudo do diabetesllitus
sdo aqueles utilizando roedores tratados com aboxanestreptozotocina. A
estreptozotocina € um glicosideo nitrosurea natisi@hdo doStreptomyces
achromogene<sta substancia estimula a producao de radivegs,| o que leva
a destruicdo e disfuncéo das célyladas ilhotas de Langerhans do pancreas.
Este xenobiético tem sido usado para induzir o elexb com concomitante
deficiéncia de insulina. Uma dose simples de 40 ang/kg em ratos pode
produzir um modelo experimental do diabetesellitus (MARLES;
FARNSWORTH, 1995).

A dose necessaria para induzir diabetes dependeesiaécies de
animais, via de administracdo e do estado nutéti¢(FEDERIUK et al., 2004,
LENZEN, 2008).

A inducdo do diabetesellitustipo 1 por estreptozotocina foi descrita
pela primeira vez na década de 60. A estreptoz@azausa dano nas bases de
DNA, depletando a nicotina adenina dinucleotided\M), a qual inibe a
biossintese e a secrecdo de insulina promovendsstautdo irreversivel das
células beta, resultando em grave sindrome diab@éEKBARZADEH et al.,
2007; SZKUDELSKI, 2001).

J& a acdo diabetogénica da droga Aloxano foi dasem 1940. Essa

substéncia inibe a glicoguinase, provocando undestie diabetes grave por
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meio da sua capacidade de formar espécies redtvagigénio, resultando em
necrose da célula beta pancreatica. Entretantdpx@areo € menos utilizado
devido as dificuldades em induzir o diabetes e erans animais em boas
condi¢cbes (LENZEN, 2008).

O modelo de diabetes tipo | induzido por estregtmzpa em ratos tem
muitas vantagens sobre os outros modelos, comaikiddale em induzir a
doenca e capacidade de manter os animais em cendigfiequadas. Assim, €
considerado um modelo experimental apropriado dbetiésmellitusl, sendo
utilizado em muitos experimentos como protocolo ingucdo da patologia
(AKBARZADEH et al., 2007).

2.4 Doenca periodontal e diabetemellitus

Segundo Al-Khabbaz e Al-Shammari (2011) existe etacionamento
bidirecional entre diabetemellitus e doenga periodontal e que pacientes
diagnosticados com diabetes sdo considerados glei@ito risco com maior
susceptibilidade a formas graves de perda 6ssaaldssclinicos tém mostrado
que pacientes diagnosticados com diabetelitus tém maior prevaléncia de
complicacdes periodontais quando comparados a ithdis saudaveis,
incluindo inflamacdo gengival (LALLA et al., 2006)eabsorcdo Ossea
(TERVONEN et al., 2000), abscesso periodontal (UETAl., 1993) e perda de
dentes (KAUR et al., 2009). Assim, pessoas cometiggbgeralmente tém uma
alta prevaléncia de doenca periodontal que é eaizatla por lesbes graves e de
progresso rapido (OU; LI, 2011).

Similarmente, a presenca de doenca periodontalaeiemies diabéticos
pode influenciar seu controle glicémico (KOROMANTZCet al., 2011).
Koromantzos et al. (2011) demonstraram que o tretéon da doenca

periodontal pode melhorar o estado de pacientesdianetes tipo Il. Ademais,
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Ou e Li (2011) observaram que o tratamento peridiaeduziu o nivel de
glicose em jejum e hemoglobina glicosilada de paegdiabéticos.

Tervonen e Karjalainen (1997) acompanharam a psegoeda doenca
periodontal em pacientes diabéticos por trés dastes autores observaram que
0 nivel de saude periodontal dos pacientes dia®tom bom ou moderado
controle da glicemia foi semelhante ao de individumdio diabéticos. Ja os
individuos com pobre controle da glicemia tiveramion perda de insercdo e
foram mais propensos a apresentar recorréncia elacdoEste fenbmeno tem
sido apontado também por outros pesquisadores €Idl., 2012; BREIVIK et
al., 2005; MATTHEWS, 2002) .
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3 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com o exposto, podemos observar qug-ghscanos sao
agentes imunoestimulantes e possuem ac¢do hipogdiceEsn Ndo foram
encontrados na literatura estudos envolvendo medadadiabetes experimental
associados a doenca periodontal induzida por ligaduo uso d@-glucanos
obtidos deSaccharomtces cereviseAassim, torna-se necessario entender como
0 uso sistémico dess@sglucanos pode influenciar a progressédo do diabetes
associado a doenca periodontal, bem como des@eusipossiveis mecanismos
de acdo na modulagéo da resposta imune em cavéatdrd sistémico e ainda

aperfeigoar as técnicas de controle do diabetesias® a doenca periodontal.
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Resumo

Objetivou-se avaliar os efeitos do tratamento ¢Bgilucanos isolados
de Sacharomyces cereviseaebre o perfil metabdlico e parametros de perda
Ossea alveolar em ratos diabéticos com doencadpeitial. Foram utilizados 48
ratos Wistar, induzidos a diabetemellitus com injecdo intraperitoneal de
estreptozotocina 80 mg/kg e doenca periodontalvédrade protocolo de
ligadura. O delineamento utilizado foi inteiramemtesualizado em esquema
fatorial 2x2x2, com seis repeti¢cbes por tratame®®.animais foram tratados
com B-glucanos, por gavagem, durante 28 dia3-@ucano reduziu a perda
Ossea alveolar em animais com doenca periodomtal thabéticos quanto nédo
diabéticos (p < 0,05). @-glucano apresentou resultado positivo em reduzir a
glicemia, colesterol e os triacilglicer6is em anigrdiabéticos, tanto com doenca
periodontal como sem doenga periodontal. O trattonemm B-glucano
aumentou os niveis de peptideo C em animais cdoetdis e doenca periodontal
(p < 0,05). Em geral, o tratamento c@mlucanos reduziu a expressao de COX-
2 e RANK-L e aumentou a expressdo de OPG nos amiomn diabetes e
doenca periodontal. Concluiu-se que o tratamento paylucano promoveu
efeitos metabdlicos e periodontais benéficos emsrdiabéticos com doenca
periodontal.
Palavras-chave: Inflamacdo, diabetesmellitus periodontite, prebi6ticos,

sistema imune
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Introducao

A doenca periodontal € caracterizada por uma irg#ft@a cronica que
afeta os tecidos de suporte dos dentes e pode deymrda dentaria [1,2].
Embora o fator etiolégico primario da doenca sefaafilme dental, a resposta
do hospedeiro e a presenca de doencas sistémaas, @ diabetesnellitus
afetam seu desenvolvimento e progresséo [3,4].

O diabetesnellitusé uma doenca onde a homeostase do metabolismo de
carboidratos, proteinas e lipidios é inadequadameagulada pelo horménio
pancreatico insulina, resultando em um aumentoidal de glicose no sangue
[5]. Dentre as comorbidades associadas a diabettisus a doenca periodontal
representa o sexto distlrbio mais prevalente gglidéncias indicam uma agéo
bidirecional entre as duas patologias [8,9].

No paciente diabético ndo-compensado, a hipergilicerasultante
promove alteracdes vasculares (microangiopatiagocitose ineficaz pelos
neutrofilos e macrofagos, além de lentificacdo ideese de colageno causando
retardo na reparacao tecidual [10]. JA nos paciecwen doenca periodontal
ativa, ocorre liberacdo crbnica exacerbada de indsc pré-inflamatérias,
reduzindo a acdo da insulina e consequente agramndlteracdes metabolicas
[11]. Medidas alternativas de controle da glicemida resposta imunoldgica,
como por exemplo o emprego flglucanos, tem gerado resultados promissores
em estudos com animais e seres humanos [12,13)#}-glucanos sdo 0s
principais componentes estruturais da parede cellga fungos, plantas e
algumas bactérias [13]. Eles tem se mostrado capdeemodular a reposta
imunolodgica (tanto ndo especifica quanto espetif[d8], estimulando a
fagocitose e producéo de citocinas pré-inflamasdfld,16]. Além disso, esses
polimeros apresentam reconhecida agéo hipoglicéenjan, 14]. Solucdes de
(1,3/1,6) glucanos, administradas por via orabjarh utilizadas em modelos de

doenca periodontal induzida por ligadura e dimamira perda éssea alveolar
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[12,18]. Entretanto, esta resposta nao foi avalimhaindividuos diabéticos e
nem tampouco foram esclarecidos os mecanismos utates envolvidos neste
processo.

A eficacia dosB-glucanos como agentes imunomoduladores da doenca
periodontal em pacientes diabéticos ainda é powtodada. Dessa forma,
pesquisas envolvendo um mesmo principio ativo cajgamodular a resposta
inflamatéria e concomitantemente a glicemia é ddremo interesse,
especialmente sabendo-se que a doenca periodomtaliséfrequente e mais
severa em pacientes com controle glicémico inadkq(i9]. Uma vez que a
doenca periodontal e o diabetesllitus sdo patologias que apresentam alta
prevaléncia na populacdo, sdo multifatoriais e yersscaracteristicas crbénicas
[10], o aperfeicoamento das técnicas de contralesapta relevancia do ponto
de vista da saude publica. Desta forma, o presmitalho teve como objetivo
avaliar os efeitos do tratamento cdirglucanos isolados d8acharomyces
cereviseaesobre o perfil metabdlico e parametros de perdaadslveolar em

ratos diabéticos com doenca periodontal.

Material e métodos
Animais

O presente estudo foi aprovadopela Comissdo de Hiic Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Lavras-l(R) através do
protocolo nimero 083/11, de acordo com a legislat@monal em vigor do
Conselho Nacional de Controle de ExperimentacAmAh{CONCEA).

Um total de 48 ratos machos adultd®attus norvegicus albinus,
Wistarn, em estado higido, pesando 1821 g foram utilizados no presente
estudo. Os animais foram provenientes do Biotéramt@l da UFLA. Foi
utilizado um delineamento inteiramente casualizaioesquema fatorial 2x2x2

(diabéticos ou ndo; induzidos a doenca periodootalndo, tratados e nao
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tratados conp-glucanos), com seis repeti¢cdes por tratamentoa @adcela foi
representada por um animal.

Os animais foram submetidos a um periodo de sateddi aclimatacao
com o ambiente e equipe de execucdo do projeto.mesmos foram
acomodados em gaiolas metabdlicas individuais aaafsi climatizada a uma
temperatura de 22 + 2° C, com ciclos de 12/12 hatas-escuro. Ragéo
comercial e agua foram fornecidasl libitum durante todo o periodo
experimental.

Apés a semana de aclimatagéo, os 48 animais foradidds de forma
aleatdria e separados em grupos de seis, confaesmeitds a seguir: Grupo 1 -
controle (sem inducéo de diabetes, sem inducdoeiecd periodontal); Grupo 2
- diabetes (inducdo de diabetes com estreptozatpci®rupo 3 - doenca
periodontal (indu¢éo de doenca periodontal por i24)dGrupo 4 $-glucano
(administrado a partir do primeiro dia do experitp&nGrupo 5 - Diabetes
associado a doenca periodontal; Grupo 6 — Dialmtas administracdo dp-
glucano; Grupo 7 - Doenca periodontal com admimigto deg-glucano; Grupo

8 - Diabetes associado a doenca periodontal cormedracao dgi-glucano.

Inducéo do diabetes

Para a inducédo do diabetewllitus experimental, metade dos animais
recebeu injecdo intraperitoneal de 80 mg/kg deegsizotocina (Sigma, St.
Louis, MO, EUA) disolvida em tampao citrato [208inainistrada 48 horas antes
do inicio do experimento (Figura 1). Antes do inidb experimento (dia zero),
0s animais foram submetidos a jejum de oito horagjkcemia foi mensurada,
através da amputacdo da ponta da cauda, usandsigiEro (Accu-Chék
Roche, Basel, Suica). Foram considerados diabétisoanimais com nivel

sérico de glicose em jejum acima de 200 mg/dL.
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Inducéo da doenca periodontal

A doenca periodontal foi induzida através de pritnde ligadura, no
primeiro molar mandibular direito. Os animais rezrgn anestesia geral com
injecao intraperitoneal de cloridrato de xilazirsmdose de 10 mg/kg associado
com cloridrato de cetamina na dose de 80 mg/kg ppislede anestesiados
receberam a ligadura [21]. Em todos o0s animais dgog com doenca

periodontal, esta foi induzida durante 14 diasyFadl).

Administragcéo do g-glucano

O B-glucano usado no presente estudo foi provenieatdededura
Saccharomyces cerevisiaeapresenta a seguinte composigagtucanos- Min.
60,0 %; Proteina Bruta - Max. 8,0%; pH (solucdo 224) - 7,0; Cinzas -
Max.10,09/100g. Distribuicdo de tamanho de pamgunédia - 41 pm < 20 pm
19%:; 20 - 50 pm 43%; 50 - 100 pm 28%; 100 - 20030%; >200 pm 0%.
Fluidez (segundos) - 70.2; Angulo de repouso (Jr&s2; Compressibilidade
37%; Habilidade de retencéo de agua (média) 7digdrde solubilidade na agua
7.9. Dados informados pelo fabricante.

Foram administradas doses diarias de 30 mg/kg/diapbduto,
dissolvidos em 0,3 ml de solucédo salina, por gavaggurante 28 dias. Os
animais dos grupos nao tratados receberam o mesimoe de solugdo salina.
Os animais com doenca periodontal recebepagiucano durante os 14 dias
antes da inducdo e também durante os 14 dias apo®@acdo da ligadura,
totalizando 28 dias de tratamento cpiglucano (Figura 1).

Coleta de material para analise
Ao final do periodo experimental (28 dias) a glicrfoi mensurada,
através da amputacdo da ponta da cauda, usandsigiro (Accu-Chék

Roche, Basel, Suica). Para mensuracdo da glicemiaardmais foram
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previamente mantidos em jejum de oito horas. Enuidagos animais foram
eutanasiados através de puncdo cardiaca sob dmestes 50 mg/kg de
tiopental sédico via intraperitoneal.

Amostras de sangue foram coletadas para determoinadds
concentracbes plasmaticas de colesterol total ailggiiceréis por ensaio
colorimétrico e de peptideo C por ensaio imunoeation (ELISA), utilizando
kits comerciais.

As mandibulas foram removidas para as analisesgtassao dos genes
cicloxigenase 2 (COX-2), ligante do receptor dorfatuclear kappé (RANK-

L) e osteoprotegerina (OPG) que foram realizadasé$ das técnicas de PCR
guantitativo em tempo real. Os graus de perda ¢asealar foram avaliados
diretamente nas mandibulas dissecadas apos a eom¢écido mole por meio

de analise morfométrica [22].

PCR quantitativo em tempo real para os genes COX-BANK-L e OPG

O RNA total foi isolado através de kit Mini Kit @an RNeasyProtocol
(Qiagen; Valencia, CA, USA), de acordo com a requiagdo do fabricante. A
concentracdo de RNA total foi determinada a pdeidensidade Optica usando
um espectofotbmetro de micro-volume (Nanodrop 1008anodrop
Technologies LLC, Wilmington, NC, EUA).

Transcricdo reversa do RNA total foi tratada comaB&(Turbo DNA-
frees, Ambion Inc., Austin, TX, USA) e um micrograrfoi utilizado para a
sintese de cDNA. A reacdo foi realizada utilizandkt de sintese First Strand
cDNA (Ferments, Glen Burnie, MD, USA), seguindo rasomendac¢fes do
fabricante.

Conjuntos de primers para 0s genes COX2, RANK-L,GOB
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) forprojetados a partir de

sequéncias disponiveis no GenBank usando Primerefx3.0 software de
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design de sonda (Applied Bioystem, Foster City, EANA). As sequéncias dos
primers foram as seguintes: COX2: forward: 5’ - ATGEC GTT GAT GGT
GGC TGT CTT - 3, reverse: 5 - CTG TAT CCC GCC CTIG GTG - 3
OPG: forward: 5 — TCC TGG CAC CTA CCT AAA ACA GCA3Z, reverse:
5 - CTA CAC TCT CGG CAT TCA CTT TGG - 3’; RANKLforward: 5 —
CAT CGG GTT CCC ATA AAG - 3, reverse: 5 — GAA GCAAT GTT GGC
GTA - 3’; e GAPDH: forward: 5' — GAC TGT GGA TGG @CCTC TG-3',
reverse: 5' — CGC CTG CTT CAC CAC CTT CT - 3'. Aag@o em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (QPCR) falizada em 7300 PCR Real
Time (Applied Biosystem), utilizando o SYBR GreerCRP Master Mix
(Ferments, Glen Burnie, MD, USA). O produto da &afpi quantificado com a
ferramenta de quantificagdo relativa, utilizando R como gene de
referéncia. Controles negativos com SYBR Green MEGRter Mix e agua

foram realizados para todas as reacoes.

Andlise morfométrica da perda Gssea alveolar

As mandibulas foram dissecadas e imersas em saliecBipoclorito de
sédio 1% por quatro horas e todo tecido mole reswme foi removido
mecanicamente. As pecas foram coradas com azuketEemo (1g/100ml) por
um minuto para demarcar a juncdo cemento-esmakemAndibulas foram
observadas em lupa estereoscopica e posicionadémrda que ocorresse a
sobreposicao das cuspides vestibular e lingual,ha&endo a possibilidade de
visualizacdo da superficie oclusal. A imagem fogitdlizada por camera
fotografica. O método de Crawford et al. (1978) fnilizado para realizar
medicdes lineares da jungdo cemento-esmalte a dssea alveolar, na metade
de cada raiz seguindo o eixo. As mensuragdes fokditias nas trés raizes do 1°

molar da face lingual, por meio do programa Ima¢@elhesda, MD, USA) por
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um examinador treinado e desconhecedor dos grupesimentais. A média de

trés medidas foi utilizada para expressar a pesdeadalveolar por animal.

Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas atrevdgédlise de Variancia
(ANOVA). Quando valores de F indicaram diferencagngicativa nas
interacbes, estas foram desdobradas entre os daté® andlises foram
realizadas através do programa estatistico SIS\28R D nivel de significancia

foi fixado em 95%.

Resultados

Os animais diabéticos apresentaram glicemia inmidlia superior aos
animais dos grupos sem diabetes (p < 0,05). Amizenédia inicial dos grupos
de animais diabéticos foi de 428 mg/dL.

Verificou-se que o0s parametros metabdlicos analsaglicemia final,
colesterol total e triacilgliceréis, foram supeesrem grupos de animais
diabéticos em relacdo aos grupos de animais quéordm induzidos a doenca
(Tabela 1 - p < 0,05). Os animais com diabetesemgh periodontal induzida
indicaram maiores concentracdes plasmaticas desglie colesterol quando
comparados aos animais diabéticos sem doenca petéddTabela 1 - p <
0,05). Ja para os triacilgliceréis, os resultadusrh inversos, sendo que 0s
animais com diabetes e doenca periodontal tratadosdo comp-glucano
mostraram concentracdes menores em relacdo aoétidiebcom e senfi-
glucano (Tabela 1 - p < 0,05). ®glucano apresentou resultado positivo em
reduzir a glicemia e os triacilglicer6is em animgibéticos, tanto com doenca
periodontal como sem doenca periodontal. O col@siadicou uma menor

concentracdo em fungdo do usBegucano nos animais diabéticos com doenca
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periodontal, quando esses foram comparados ao giagaao tratados (Tabela
1-p<0,05).

Tabela 1: Glicemia, colesterol total e triacilgliceréis (rdg// média + desvio
padrdo) de animais tratados coprglucanos deSaccharomyces
cerevisiaena dose de 30mg/kg/dia durante 28 dias

DOENCA B-GLUCANO
DIABETES PERIODONTAL Sen Comr
Glicemia
Sem’ Sen 91 (9 97 (4
Comr 111 (4 106 (11
Comr Sen 517 (32) a 367 (24) a
Comr 561 (44) b . 440 (73) b
Colesterol total
Sem’ Sen 50 (5 53 (4
Corr 59 (5 58 (9
Comr Sen 82 (18) 72 (10) i
Cormr 97 (5) b> 83 (10) b
Triacilgliceréis
Sem’ Sen 82 (16 68 (13
Cormr 68 (13 63 (16
Comr Sen 276 (49) b : 191 (16) b
Corr 229 (72) a 144 (25) a

* Diferem dos tratamentos com diabetes pelo tegie €0,05)

ab Médias seguidas por diferentes letras nas coldifeem pelo teste F (P <
0,05)

*Y Médias seguidas por diferentes letras nas linkfasedch pelo teste F (P <
0,05)

Nos animais diabéticos a presenca da doenca patalg@romoveu um
aumento na expressao de COX-2 (Tabela 2 - p <.0M3)atamento corfi-
glucanos reduziu a expressdo dessa enzima nosiarmioma diabetes e doenca
periodontal em relagcdo aos que nao foram trataldidse(a 2 - p < 0,05).

A expressao de RANK-L foi menor em animais dialo&tindo tratados,
guando esses foram comparados aos diabéticos centalgeriodontal nédo
tratados (Tabela 2 - p < 0,05). Também foi observiatiucdo na expressao
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desse gene nos animais do grupo com doenca petd@ogrupo tratado cofi
glucano em relacdo aos respectivos grupos comtd@lEabela 2 - p < 0,05).
Nos animais com doenca periodontal, o usf-gkicano reduziu a expresséo de
RANK-L tanto em animais diabéticos quanto ndo diabé (Tabela 2 - p <
0,05).

Quanto a expressdo de OPG em animais nao diahéE@supos sem
doenca periodontal apresentaram maior express&@aP@ que 0s grupos com
doenca periodontal (Tabela 2 - p < 0,05). Essesnoegrupos (ndo diabéticos e
sem doenca periodontal) também apresentaram unm@ exgressdo de OPG
guando comparados aos animais diabéticos e semgalperiodontal (Tabela 2 -
p < 0,05). O tratamento coffirglucano aumentou a expressdo de OPG em

animais com doenca periodontal e ndo diabéticdse(@® - p< 0,05).

Tabela 2: Expressao dos genes de COX-2, RANK-L e OPG (médiasvio
padrdo) de animais tratados coprglucanos deSaccharomyces
cerevisiaena dose de 30mg/kg/dia durante 28 dias

DOENCA B-GLUCANO
DIABETES PERIODONTAL Sen Comr
COX-2
Sem’ Sen 1,08 (0,18 0,89 (0,12
Comr 1,40 (0,44 0,92 (0,24
Comr Sen 0,84 (0,07) 0,72 (0,15
Comr 1,54 (0,44) b 0,82 (0,08)
RANK-L
Sem’ Sen 1,46 (0,42) 1,54 (0,53) /
Cormr 4,21(1,60)b A> 2,41 (0,63)
Cormr Sen 2,22, (0,32) 3,71 (0,93)
Comr 6,74(2,46) b B 2,09 (0,65)
OPG
Sem’ Sen 3,86 (0,52) b | 3,92 (0,82) b |
Comr 1,17 (0,33) a 2,57 (0,21) a
Cormr Sen 2,24 (0,33) / 2,12 (0,96) /
Cormr 1,47 (0,36 2,14 (0,63

* Diferem dos tratamentos com diabetes pelo tegfe €0,05)
abMédias seguidas por diferentes letras nas coldifiexem pelo teste F (P < 0,05)
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*Y Médias seguidas por diferentes letras nas linliasedh pelo teste F (P < 0,05)

Os grupos de animais com doenca periodontal agezaemmaior perda
Ossea alveolar que os grupos sem inducédo da d¢€agala 3 - p < 0,05). Os
animais diabéticos e com doencga periodontal tivereior perda 6ssea alveolar
em relacdo os animais com diabetes e sem doenicalgeal (Tabela 3 - p <
0,05). OB-glucano reduziu a perda éssea alveolar em anigw@is doenca
periodontal tanto diabéticos quanto ndo diabé{iTabela 3 - p < 0,05).

Tabela 3: Perda 6ssea alveolar (mm / média + desvio padi@opnimais
tratados cong-glucanos deSaccharomyces cerevisiaa dose de
30mg/kg/dia durante 28 dias

DOENCA B-GLUCANO
DIABETES PERIODONTAL Sen Comr
Sen Sen 1,20 (0,14) 0,98 (0,12)
Conmr 2,10b (0,3cAx 1,78 (0,35)b A
Cormr Sen 1,16 (0,10) ¢ 1,13 (0,13) ¢
Conr 2,63(0,13)bB 2,10 (0,36)b B

A® Médias seguidas por diferentes letras nas coldifer®m pelo teste F (P < 0,05)
abMédias seguidas por diferentes letras nas coldifexem pelo teste F (P < 0,05)
*¥ Médias seguidas por diferentes letras nas liniasedh pelo teste F (P < 0,05)

Discusséo

Os resultados do presente estudo mostraram queglacano foi
eficiente em melhorar os parametros metabdlicasefgia, colesterol total e
triacilglicerois) e a perda Ossea alveolar em aisintiabéticos com doenca
periodontal.

Os efeitos positivos dof-glucanos sobre o metabdlismo em ratos
diabéticos sédo conhecidos [24,17]. A reducdo destéanetros, frente ao uso de
B-glucano, pode estar relacionada a sua capacidadagid diretamente na
digesta. Estes polissacarideos formam uma camaddéngea que funciona
como uma barreira que dificulta a absorcdo de @ndtos, levando assim a

uma menor concentra¢do de glicose e lipideos ngusaf?5,25,26,27,28,29].
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Resultados semelhantes aos do presente estudo éemntrados mostrando
melhorias significativas na glicemia, triacilglioes e colesterol total de ratos
diabéticos tratados corfi-glucano, elucidando seu efeito benéfico sobre a
tolerancia a glicose e metabolismo lipidico [30,31]

Apesar de estudos indicarem que a hiperglicemia paglavar a perda
Ossea alveolar [18,12,32], no presente estudo\ases que ndo houve relacdo
entre o controle glicémico e a redu¢éo da perdaad3sis resultados podem ser
explicitados pelo fato de que os animais com dopec¢@dontal ndo diabéticos
também terem apresentado reducéo da perda éseetanlEm outras palavras,
0 beta-glucano foi eficiente na reducdo da perdagdmesmo em animais com a
glicemia normal. Esse resultado pode estar reladoncom o efeito
imunolégico do beta-glucano, reduzindo a expresk&idRANK-L (parametro
relacionado a perda Gssea alveolar). Sendo assilenps associar a melhoria
da perda 6ssea alveolar (tanto em animais dialséjiganto em néo diabéticos)
aos conhecidos efeitos imunomodulatérios ¢eglucanos provenientes de
fungos [16,33,34]. A poténcia imunolédgica dessdsgacarideos esta associada
a sua habilidade em ativar os leucdcitos estimalauhs funcdes fagociticas,
citotéxicas e atividade antimicrobiana [35,36].

No presente estudo, os animais com doenca peraldimiuzida
apresentaram niveis elevados de RANK-L e reducdexpeessdo de OPG. A
compreensdo da via de sinalizacdo do sistema RAKIRG, é de grande
importancia para o entendimento do processo desoegln dssea, uma vez que
0 equilibrio dessa via é essencial para a homeostagecido ésseo [37]. A
OPG regula a remodelacao 6ssea através do cod&ralierenciacao e ativacao
de osteoclastos [38,39]. Enquanto isso, 0 RANK+oface a osteoclastogénese,
estimulando a atividade osteoclastica e inibindoagoptose [40,39]. O
envolvimento de RANK-L e OPG na doenga periodofitalu evidente em um

estudo onde camundongos foram induzidos a peribe@itavés de inoculacdo
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de microorgamismo patogénico. Nesse modelo, a datté da doenca
periodontal foi relacionada com altos niveis de RAIN enquanto um aumento
da expresséo de OPG inibiu a atuacdo deste liftiteResultados similares ao
presente estudo também foram encontrados em exgaaaicom camundongos
diabéticos com doenca periodontal induzida por ulemé@o de bactéria, que
mostraram maior expressdo de RANK-L em animais ®@senOs mesmos
indicaram menor perda 6ssea quando foram idemtdicanaiores indices de
OPG [42]. Resultados similares foram encontrados estados com ratos
induzidos a doenca periodontal por ligadura, on@¥& foi relacionada com a
preservacao do volume 6sseo alveolar [43].

No presente estudo, 0 usofdglucano reduziu a expressdo de RANK-L
em animais com doenca periodontal (induzidos ouatédiabetesnellitug, ao
mesmo tempo que aumentou a expressdo de OPG emaisriom doenca
periodontal ndo diabéticos. Mais uma vez essetaggupode indicar uma acao
moduladora dop-glucano diretamente no sistema imune. Efeitos - anti
inflamatdrios do$i-glucanos foram descritos previamente [44,45]. ®éxtma,

a menor expressado de COX-2 em animais diabéticmsnedoenca periodontal
tratados conB-glucanos, pode ser justificada pela atividade-iaflimatéra
deste produto no tecido periodontal reduzindo aagiarda 6ssea alveolar.

Considera-se que a funcionalidade doeglucanos na modulagédo da
resposta imune ou metabdlica pode ser influengiatta sua origem. Assim, os
provenientes de fungos B-0,3/1,6) apresentam maior atividade
imunomodulatéria, enquanto que os provenientesréi@sgcereais e gramineas
(B-1,3-1,4) possuem caracteristicas que conferemrnpaitencial metabdlico
[46]. Entretanto, o presente estudo comprovou gugglucanos provenientes
da levedura Saccharomyces cerevisiagpossuem tanto propriedades
imunomodulatérias, quanto metabdlicas, podendoog®at um grande aliado

para pacientes diabéticos e com doenca perioddidial existem relatos sobre a
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toxicidade frente ao consumo deglucanos, o que torna esse composto
relativamente seguro para o consumo [46]. Destadposp-glucanos surgem

como uma alternativa viavel ao uso de medicamentos.

Conclusao
O tratamento confi-glucano proveniente dBaccharomyces cerevisiae
administrado no periodo de 28 dias reduziu os sigbtémicos e atenuou a

perda 6ssea alveolar em ratos diabéticos com dgenigadontal.
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Figura 1. Representacdo esquematica do delineamento expégina® longo

do tempo:; 'Todos os animais foram acomodados em gaiolas
metabdlicas individuais e passaram por um periedactimatacéo de
sete dias?Para os animais dos grupos diabetes, diabetes rgaoe
periodontal, diabetes p~glucano, diabetes + doenca periodontf} +
glucano; °Para os animais dos grup@sglucano, diabetes -
glucano, doenca periodontal $-glucano, diabetes + doenca
periodontal + B-glucano; “Para os animais dos grupos doenca
periodontal, diabetes + doenca periodontal, dog@egedontal +f3-
glucano, diabetes + doenca periodontalB-glucano; °Coleta de
amostras sanguineas e remocédo das mandibulas.
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Figura 2: Perda 6ssea alveolar de animais tratados B-glucanos ds
Saccharomyces cerevis na dose de 30mg/kg/dia durante 28 dia
- controle; B- diabetes; C - doenga periodontal; B-glucano; E-
diabetes + doenca periodontal— diabetes $-glucano; G- doenca
periodontal +p-glucano, H -diabetes + doenca periodontal -
glucano.

(VERSAO PRELIMINAR)
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Resumo

Objetivo: avaliar a perda 6ssea alveolar e a morfologia daosauintestinal por
meio de avaliacdo histoldgica em ratosidt com doenca periodontal induzida
por ligadura, tratados conB-glucanos provenientes dé&accharomyces
cerevisiae Metodos: Foram utilizados 24 rato®Vistar, induzidos a doenca
periodontal através de protocolo de ligadura. Gndamento utilizado foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2»#) seis repeticbes por
tratamento. Os animais foram tratados com 30 mdiékglep-glucanos, durante
28 dias. Foram coletadas as mandibulas e os fragmel® cada segmento
intestinal. Os dados obtidos foram submetidos &isenéstatistica (ANOVA - p
< 0,05). Resultados: O B-glucano foi eficiente em reduzir a perda 6ssea nos
animais com doenca periodontal quando esses fooamparados aos que néo
receberam tratamento (p < 0,05). Os animais tratadom B-glucanos
apresentaram maior altura de vilosidades no duodeni® em grupos com
doenca periodontal quanto em grupos sem a doeng®,@b). Profundidade de
cripta foi menor no jejuno de animais com doengadodental tratados corfi-
glucanos quando comparados aos animais nao trafpdes0,05). A relacdo
profundidade de criptas/altura de vilosidades faianno duodeno de animais
com doenca periodontal tratados cpmlucanos em relacado aos nédo tratados (p
< 0,05).Concluséo: O uso dei-glucanos dé&accharomyces cerevisjaga dose
de 30 mg/kg/dia, reduziu a perda 6ssea alveolaragos Wistar com doenca
periodontal e aumentou a area de absor¢ao no dooddsses animais.

Palavras-chave:Periodontite, prebidtico, inflamacgéo, imunidadeéegtino.
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Introducao

A doenca periodontal é uma patologia altamente gheete na
populagdo adulta caracterizada por uma infeccadeti@ca oral cronica
associada a presenca de biofilme. Esta resultarfleanacdo gengival e dos
tecidos adjacentes, podendo evoluir com destrug@aual do ligamento
periodontal e osso alveolar de suporte dos dem@snglo levar a mobilidade e
possivel perda do denté® A infeccéo periodontal é constantemente associada
a diversas doencas sistémicas sendo, nesse setmidgideradas um grave
problema de salde publica. Atualmente, estima-geagperiodontite crénica
afeta aproximadamente 80% da populacdo de mei®,idadiue ressalta sua
importancia no ambito social

O aumento da quantidade de microrganismos patagenmia regido
subgengival pode ativar uma cascata de mecanismoefdsa do hospedeiro.
Esses mecanismos estdo associados a producdorés faie levam ao processo
inflamatério e de destruicéo do periodofito

B-glucanos provenientes da parede celular de fungoBmeros lineares
formados por unidades de glicdd€1-3)-D-glucopiranosil com ramificaco@s
(1-6) - tem demonstrado efeito protetor em infesgéeperimentais. Alguns
autores sugerem que pgylucanos agem sobre o sistema imune favorecendo a
fagocitose e a producdo de citocinas pro-inflanedompelos macrofagos,
estimulando os neutréfilos e mondécitos, acarretantéo melhora na resposta
imune ®’. Além disso, estudos apontam que solucdes cont@rglacanos
extraidos deSaccharomyces cerevisifi@am capazes de reduzir a perda éssea
em ratos com doenca periodontal induzida por ligaduma das explicacdes
para esse efeito, foi a capacidade desses compostestimular a facocitose de
macrofagos®. p-glucanos oriundos de outros fungsmbém se mostraram

eficientes no tratamento da perda dssea alveolamtraSprague-Dawleypor
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promover reduc@o nas quantidades de citocinasnfiedviatorias e inibicdo da
producéo de estresse oxidativo

Pesquisas envolvendo produtos dietéticos capazesauddiar no
controle da resposta inflamatéria periodontal, cqrooexemplo o$-glucanos,
sdo de extremo interesse. Diante do exposto, cemiesestudo teve como
objetivo avaliar a perda 6ssea e a morfologia daosai intestinal de ratos
Wistar com doenga periodontal induzida por ligadura eda@s conp-glucanos

provenientes d8accharomyces cerevisiae

Material e métodos
Animais

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo dm Ed Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de LavradlL(d) através do
protocolo nimero 083/11, de acordo com a legislat@monal em vigor do
Conselho Nacional de Controle de ExperimentacAmAh{CONCEA).

Um total de 24 ratos machos adultd®attus norvegicus albinus,
Wistar), em estado higido, pesando 2038 g foram utilizados no presente
estudo. Os animais foram provenientes do Biotéramt@l da UFLA. Foi
utilizado um delineamento inteiramente casualizado esquema fatorial 2x2
(induzidos ou n&do a doenca periodontal, tratados&mucomp-glucanos), com
seis repeti¢cdes por tratamento. Cada parcelagoésentada por um animal.

Os animais foram submetidos a um periodo de sateddi aclimatacao
com o0 ambiente e equipe de execucdo do projeto.mesmos foram
acomodados em gaiolas metabdlicas individuais aaafsi climatizada a uma
temperatura de 22 + 2° C, com ciclos de 12/12 hatas-escuro. Ragéo
comercial e agua foram fornecidasl libitum durante todo o periodo

experimental.
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Apés a semana de aclimatagdo, os 24 animais foradidds de forma
aleatéria e separados em grupos com seis aninaaia, un recebendo um dos
quatro tratamentos a seguir. grupo 1 - controlegpgr 2 - B-glucano
administrado a partir do primeiro dia do experimengrupo 3 - doenca
periodontal induzida no 24lia do experimento; grupo 4 - administraca3de
glucano durante todo o periodo do experimento #tgaéd de doencga periodontal

a partir do 14dia do experimento.

Inducéo da doenca periodontal

A doenca periodontal foi induzida através de pratode ligadura, no primeiro
molar mandibular direito. Os animais receberam tas&s geral com injecao
intraperitoneal de cloridrato de xilazina na dogel® mg/kg associado com
cloridrato de cetamina na dose de 80 mg/kg. Degmianestesiados 0s animais
dos grupos 3 e 4 receberam a ligadurBm todos os animais de grupos com

doenca periodontal, esta foi induzida durante &4 @tigura 1).

B-glucano

O B-glucano utilizado foi 0 extrato da parede celdaSaccharomyces
cerevisiae em doses diarias de 30 mg/kg por gavadénirodos os animais
tratados confi-glucano (grupos 2 e 4), receberam o mesmo porarfogo total
de 28 dias. Os grupos ndo tratados (1 e 3) recebevtume equivalente de
solucéo salina. Os animais com doenca periodagtaberanf-glucano durante
0s 14 dias antes da inducdo e também durante ds&ad4pos a colocacdo da
ligadura, totalizando 28 dias de tratamento @eglucano (Figura 1).

Coleta de material para analise
Ao final do periodo experimental (28 dias) os afEmdoram

eutanasiados através de puncéo cardiaca sob @mestestiopental sédico na
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dose de 50 mg/kg via intraperitoneal. A seguirmasdibulas e os fragmentos

de cada segmento intestinal (duodeno, jejuno & fileam coletados.

Procedimentos histoldgicos e analise histométricaodtecido periodontal e
intestino

As amostras de tecido das mandibulas e das dsspiat@es do intestino
delgado foram coletadas e fixadas em formalina®a fg6r 48 horas.

Antes do procedimento de rotina, as mandibulasnfodissecadas,
brevemente lavadas em &gua e em seguida, colocadas solucdo
desmineralizante de acido etilenodiamino tetraiece&EDTA) a 18% até a
completa descalcificagéo.

Apébs completa descalcificacdo, as mandibulas eagdds do intestino
foram processadas rotineiramente conforme protooisimlogico e embebidas
em parafina. Cortes seriados de cinoode espessura foram obtidos. Os cortes
foram corados com hematoxilina e eosina para &nplis microscopia de luz.
As imagens dos cortes histolégicos foram capturgdasuma camera digital
conectada ao microscépio. As mesmas foram digiiddiz e analisadas usando
software de analise de imagem (Image-J, Natiorsitie of Health, Bethesda,
MD, USA).

Para avaliacdo da perda éssea aoveokirea entre a crista 6ssea inter-
radicular e a furca foi medida - perda de massaadpsr milimetro quadrado
lO,ll'

Foram determinados a altura de vilosidade, profiad# de cripta e a
relacdo entre a altura de profundidade de crigtasdade vilosidades. A relagéo
entre a profundidade de criptas/altura de vilosidafbi mensurada como se
segue: a altura de vilosidades foi definida condistncia verticaly(m) entre o
topo da vilosidade e a jungéo vilosidade-cripta; grofundidade de criptas foi

obtida pela mensuracéo da distancia vertical dedjurvilosidade-cripta até o
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limite inferior final da cripta. Em cada secc¢aoafor mensuradas dez distancias
para profundidade de cripta assim como para atteralosidades, e os valores
obtidos para cada segmento (duodeno, jejuno ol dleccada animal foram

representados pela média de trés seccdes hisamsdgic

Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas atravémédlise de Variancia
(ANOVA). Quando valores de F indicaram diferencagniicativa nas
interacbes, estas foram desdobradas entre os daté® andlises foram
realizadas através do programa estatistico SISVAR nivel de significancia

foi fixado em p < 0,05.

Resultados

O B-glucano foi eficiente em reduzir a perda 6sseaaroBiais com
doenca periodontal em relacdo aos animais queat@beram tratamento (p <
0,05 - Tabela 1). Os animais com doenca period@ptasentaram maior perda
O0ssea quando comparados aos animais do grupo leofgire 0,05 - Tabela 1).
Os animais tratados carglucanos apresentaram maior altura de vilosidades
duodeno tanto em grupos com doenca periodontatgjeam grupos sem doenca
periodontal (p < 0,05 - Tabela 2). Ja no jejungrupo com doenca periodontal
indicou um aumento na altura de vilosidades ent#elaos animais do grupo
controle (p < 0,05 - Tabela 2). A profundidade dptas foi superior no grupo
com doenca periodontal em comparacdo ao grupoatentanto no duodeno
guanto no jejuno (p < 0,05 - Tabela 3). No duodemdratamento conf-
glucanos aumentou a profundidade de criptas emaaido grupo tratado com
B-glucanos em relacdo aos animais do grupo conioke 0,05 - Tabela 3). J&

no jejuno, esse mesmo tratamento conferiu uma npaadundidade de criptas
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aos animais com doenca periodontal quando esserfgparado ao grupo com a
doenca tratados cofirglucanos (p < 0,05 - Tabela 3). Os animais conngme

periodontal apresentaram uma relacdo altura desidddes/profundidade de
criptas, na por¢céo do intestino referente ao dumdsumperior em funcéo do uso
de B-glucanos, quando comparados a animais do grupdrai@olos (p < 0,05 -

Tabela 4). No jejuno, o grupo controle indicou maielagdo altura de

vilosidades/profundidade de criptas em relacdo aosnais com doenca
periodontal (p < 0,05 - Tabela 4). Nenhuma dagvais analisadas (altura de
vilosidades, profundidade de criptas e relacaoatie vilosidades/profundidade
de criptas) apresentou diferenca na porgao datimeseferente ao ilio (Tabelas
2,3e4).

Discusséo

O presente estudo mostrou que o tratamento comdikgfdia dep-
glucanos desaccharomyces cerevisjaadiabetesnellitugnistrado por via oral,
reduziu a perda 0ssea em raWsstar com doenca periodontal induzida por
ligadura. Esse efeito imunomodulador pode ser exgti devido a acdes
exercidas pelog-glucanos sobre o0 sistema imune, como por exeraplogntar
0s mecanismos de cicatrizacdo de atraves de reegidereceptores especificos
em leucécitos localizados em tecidos da mucsau neutralizar a sepse
induzida por endotoxinas bacteriafasSegundo Breivlet al 3, solucbes dé-
1,3/1,6-glucano d&accharomyces cerevisig®0 mg/kg/dia) foram capazes de
reduzir a perda d6ssea nos grupos de animais tmtapl@ndo esses foram
comparados aos grupos controle. Esses resultadasssmmelham com os
descritos no presente estudo, onde a reducdo da @ssea em funcdo do
tratamento conf-glucanos, foi determinada atraves de analise rhistiica do
tecido periodontal. Os autores do trabalho citadtibuem essa acdo a

capacidade dog$-glucanos em estimular a facocitose de macrofagos e
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diferenciacéio de celulas®T Outro achado que reforca o resultado apresentado
no presente estudo, foi a acdo Eelycan (B-glucano extraido da levedura
Aureobasidium pullulans no tratamento da perda Ossea alveolar em ratos
Sprague-DawleyPolycan foi adiabetesmellitusnistrado em doses de 21,25,
42,5 e 85 mg/kg/dia, durante dez dias, apés a &ulda doenca periodontal. Os
resultados indicaram que os tratamento com 4285 mg/kg/dia dePolycan
foram eficientes em reduzir a perda dssea nos @oen ligadura. Os autores
sugerem que o Polycan promove essa a¢éo atravésiugfio das quantidades
de citocinas pré-inflamatoérias e inibicio da prd@sude estresse oxidati¥o

O presente estudo avaliou ainda o efeit@-dgucanos na estrutura da
mucosa intestinal. Duas importantes alteracOesrfarbservadas no segmento
intestinal referente ao duodeno: em ambos os grirptados corfi-glucanos, a
altura de vilosidade foi superior em relagdo aagpag controle e com doenca
periodontal; os resultados indicaram tambem, umeatmna relacdo altura de
vilosidades/profundidade de criptas nos animais cdoenca periodontal
induzida em funcdo da administracdo oralpdglucanos. A relagdo altura de
vilosidades/profundidade de criptas pode ser cemsith um indicador da
capacidade da mucosa intestinal em absorver ogsemies da digesta®
Células dendriticas presentes na mucosa integtinak placas de Peyer, agem
como transportadores de antigenos para a drenagseniinfonodos. Nos
nodulos linfaticos essas células estfo envolvidasmnidade sistémicd. De
acorodo com Sandviét al ** essas celulas dentricas podem interagir localmente
com as moleculas deglucanos através de projecdes em todo o epitéliapeis
migrar para os nodulos linfaticos, onde se iniaiacalulacao imunolégica.
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Concluséo
Concluiu-se que o tratamento c@rglucanos, no periodo de 28 dias,

reduziu a perda Ossea alveolar em ratos com dgenigalontal e aumentou a

area de absorcdo no duodeno desses animais.
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Tabelas

Tabelal Avaliacdo histométrica da perda 6ssea (mm#edias + desvio
padrdo) de animais tratados coprglucanos deSaccharomyces
cerevisiaena dose de 30mg/kg/dia durante 28 dias

. B -glucano
Doenga Periodontal N&o tratado Tratado
Nao induzido 1,36 (0,19) a 1,39 (0,29)
Induzido 2,50 (0,41)Bb 1,58 (0,61) A

Médias seguidas por diferentes letras mindsculascabunas e mailsculas nas
linhas diferem pelo teste Tukey (P < 0,05)

Tabela 2 Altura de vilosidades (um - médias + degpadrdo) do duodeno,
jejuno e ilio de animais tratados cghglucanos deSaccharomyces
cerevisiaena dose de 30mg/kg/dia durante 28 dias

. B-glucanc
Doenga Periodontal Nao tratad Tratadc
Duodeno
Nao induzido 435 (31) B 574 (97) A
Induzido 409 (71) E 558 (97) /
Jejuno
N&o induzido 388 (83) b 447 (33)
Induzido 471 (86) a 425 (33)
flio
Nao induzids 284 (59 307 (60)
Induzido 249 (58) 304 (60)

Médias seguidas por diferentes letras mindsculascobunas e mailsculas nas
linhas diferem pelo teste Tukey (P < 0,05)
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Tabela 3 Profundidade de criptas (um - médias ¥idgmdrao) do duodeno,
jejuno e ilio de animais tratados cghglucanos deSaccharomyces
cerevisiaena dose de 30mg/kg/dia durante 28 dias

. B-glucano
Doenga Periodontal N&o tratado Tratado
Duodeno
N&o induzido 153 (23)b B 233 (24) A
Induzido 226 (43) a 234 (37)
Jejuno
N&o induzido 144 (20) b 166 (41)
Induzidc 248 (45) a 197 (51) E
flio
Nao induzids 173 (54 182 (32
Induzido 165 (44) 187 (21)

Médias seguidas por diferentes letras mindsculascalunas e mailsculas nas
linhas diferem pelo teste Tukey (P < 0,05)

Tabela4 Relacdo profundidade de criptas/alturavittisidades (médias +
desvio padréo) do duodeno, jejuno e ilio de anirratados conf-
glucanos deSaccharomyces cerevisiaga dose de 30mg/kg/dia
durante 28 dias

. B-glucano
Doenca Periodontal Sem Com
Duodeno
Sem 2,88 (0,35) a 2,45 (0,25)
Comr 1,87 (0,53) b | 2,37 (0,23) ¢
Jejuno
Nao induzido 2,72 (0,62) a 2,83 (0,65)
Induzido 1,91 (0,13) b 2,35 (0,90)
flio
Nao induzido 1,70 (0,27) 1,69 (0,13)
Induzido 1,54 (0,23) 1,62 (0,25)

Médias seguidas por diferentes letras minUsculascolminas e mailsculas nas
linhas diferem pelo teste F (P < 0,05)
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Figuras
el al Periodo experimental
Dia -7 Dia 0 Dia Dia
2 3 - 4 L.
Inicio da Inducgéo Eutanasia
administragdo de da doencga Coleta de
periodonta

Figura 1. Representacdo esquematica do delinearmepésimental ao longo do
tempo;*Todos os animais serdo acomodados em gaiolas rietsb6
individuais e passardo por um periodo de aclimatded” dias’Para
os animais dos grupos 2 e *ara os animais dos grupos 3 e 4;

*Remocdo das mandibulas e coleta de fragmentodettiio - todos
0S grupos

(VERSAO PRELIMINAR)
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ANEXO A — Certificado Comiss&o de Etica no Uso de dimais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
) 3629-5182 cha@nintec.ufta.br

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 083/11, relativo ao projeto intitulado “Efeito
do uso de B-glucanos na imunidade e controle glicémico em ratos
i i k idos a peri ital
tem como responsavel Luciano José Pereira esta de acordo com 0s
Principios Eticos da Experimentagfio Animal, adotados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (Comissbes Permanentes/PRP-Ufla), tendo sido
aprovado na reunido de 08/03/2012.

por lig s que

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 083/11, related lo the project entitled
“Effect of the use of B-glucans in immunity and glycemic control in

rats i to lig duced peri i , under the
supervision of Luciano José Pereira, Is in agreement with the Ethics Principles
in Animal Experimentation, adopted by the Bioethic Committee in Utilization

of imals  (Comi = IPRP-Ufla), and was approved in
March 08, 2012.

Lavras, 08 de marco de 2012,

S

Pyl Gabrigls Rodrigues'S
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ANEXO B — Tabelas de andlise de variancia

ARTIGO 1

Tabela 1: Analise de variancia da glicemia de animais ti@datbmp-glucanos
de Saccharomyces cerevisiaa dose de 30mg/kg/dia durante 28 dias

FV GL SQ MQ  Fc PrFc

DIABETES 1 1641690.187500 1641690.1875D425.114 0.0000
DPERIOD 1 16096.687500 16096.6875008.973 0.0006
GLUCANO 1 54607.520833  54607.5208387.404 0.0000
DIAB*DPERIO 1 6052.520833 6052.5208335.254 0.0272
DIAB*GLUC 1 55420.020833  55420.02083318.109 0.0000
DPERIO*GLUC 1 275.520833 275.5208330.239 0.6275
DIA*PER*GLU 1 1190.020833 1190.0208331.033 0.3156
erro 40 46078.8333331151.970833

Total corrigido 47 1821411.312500

CV (%)= 11.86
Média geral: 286.1875000 Numero de olmgies: 48

Tabela 2: Analise de variancia da expressdo do gene COX-AKRA e OPG
de animais tratados copaglucanos de&saccharomyces cerevisiaa
dose de 30mg/kg/dia durante 28 dias

A: COX-2

FV GL SQ MQ Fc Pr>Fc
DIABETES 1 0.073153 0.07315 1.119 0.3006
DPERIOD 1 0.664128 0.66811210.161 0.0040
GLUCANO 1 1.151403 1.15340 17.616 0.0003
DIAB*DPERIOD 1 0.100128 0.10®12 1.5320.2278
DIAB*GLUCANO 1 0.014878 0.014B7 0.228 0.6376
DPERIO*GLUC 1 0.393828 0.39882 6.026 0.0217
DIAB*PER*GLU 1 0.042778 0.04877 0.655 0.4265
erro 24 1.568625 0.065359

Total corrigido 31 4.008922

CV (%) = 24.90

Média geral: 1.0265625 NuUmero de olmgies: 32
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B: RANK-L

FVv GL SQ QM Fc Pr>Fc

DIABETES 1 13.184113 13.18311 9.714 0.0047
DPERIOD 1 21.255200 21.2852015.662 0.0006
GLUCANO 1 11.907200 11.90020 8.774 0.0068
DIAB*DPERIOD 1 0.259200 0.25920 0.191 0.6660
DIAB*GLUC 1 1.051250 1.05125 0.7750.3875
DPERIOD*GLUC 1 32.200313 32.20831 23.726 0.0001
DIAB*PER*GLU 1 9.010012 9.01a01 6.639 0.0166
erro 24 32.571800 1.357158

Total corrigido 31 121.439088

CV (%)= 38.22

Média geral: 3.0481250 Numero de olmgies: 32

C: OPG

FVv GL SQ MQ  Fc Pr>Fc

DIABETES 1 6.319012 6.31201 18.931 0.0002
DPERIOD 1 11.496013 11.49%50134.440 0.0000
GLUCANO 1 2.020050 2.02005 6.052 0.0215
DIAB*DPERIOD 1 5.445000 5.44%00 16.312 0.0005
DIAB*GLUCANO 1 0.418612 0.41851 1.254 0.2739
DPERIOD*GLUC 1 2.257813 2.25381 6.764 0.0157
DIAB*PER*GLU 1 0.156800 0.15680 0.470 0.4997
erro 24 8.011050 0.333794

Total corrigido 31 36.124350

CV (%)= 23.69
Média geral: 2.4387500 Numero de olmgies: 32

Tabela 3: Analise de variancia da perda 6ssea alveolar (mmédia + desvio
padrdo) de animais tratados cd@vglucanos deSaccharomyces
cerevisiaena dose de 30mg/kg/dia durante 28 dias

FVv GL SQ QM  Fc Pr>Fc

DIABETES 1 0.0081 0.007081
12.311 0.0011
DPERIOD 1 0.128651 0.12B65223.667 0.0000
GLUCANO 1 0.008884 0.00888 15.445 0.0003
DIAB*DPERIO 1 0.004089 0.00408 7.108 0.0110
DIAB*GLUCANO 1 0.000003 0.00®0 0.004 0.9475
DPERIOD*GLUC 1 0.002837 0.00283 4.932 0.0321
DIAB*PER*GLU 1 0.001112 0.0011 1.9330.1721
erro 40 0.023008 0.000575
Total corrigido 47 0.175662
CV (%)= 14.67

Média geral: 0.1635208 Numero de olmgies: 48
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ARTIGO 2

Tabela 1 Analise de variancia da avaliacdo histométricapdeda O0ssea de
animais tratados coffirglucanos dé&accharomyces cerevisiaa dose
de 30mg/kg/dia durante 28 dias

FVv GL SQ QM  Fc Pr>Fc

DPERIO 1 2.668667 2.66B6616.169 0.0007
GLUCANO 1 1.201985 1.20%98 7.2830.0138
DPERIO*GLUC 1 1.354225 1.35822 8.205 0.0096
erro 20 3.300872 0.165044

Total corrigido 23 8.525749

CV (%)= 23.83

Média geral: 1.7050417 Numero de olmgies: 24

Tabela 2 Analise de variancia da altura de vilosidades ulmdéno, jejuno e ilio
de animais tratados cofiglucanos desaccharomyces cerevisiaa
dose de 30mg/kg/dia durante 28 dias

A - Duodeno

FVv GL SQ MQ Fc Pr>Fc

DPERIO 1 2624.205067 2624.20506 0.373 0.5483
GLUCANO 1 123412.910017 123412.9100117.538 0.0005
DPERIO*GLUC 1 145.336817 145.33681 0.021 0.8872
erro 20 140740.5223007037.026115

Total corrigido 23 266922.974200

CV (%) = 16.98

Média geral: 493.9950000 NuUmero de olmgigs: 24
B - Jejuno

FVv GL SQ MQ Fc Pr>Fc

DPERIO 1 5392.502604 5392.502604.317 0.2647
GLUCANO 1 234.312504 234.3125040.057 0.8134
DPERIO*GLUC 1 16404.941704  16404.9417041.007 0.0591
erro 20 81888.8306834094.441534

Total corrigido 23 103920.587496

CV (%)= 14.79
Média geral: 432.6570833 NuUmero de olzmgigs: 24
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C -lileo

Fv GL SQ MQ Fc Pr>Fc

DPERIO 1 2169.421350 2169.421350.621 0.4398
GLUCANO 1 8975.307267 8975.3072672.571 0.1245
DPERIO*GLUC 1 1569.460267 1569.4602670.450 0.5102
erro 20 69822.1445003491.107225

Total corrigido 23 82536.333383

CV (%)= 20.65
Média geral: 286.1941667 Numero de olmgies: 24

Tabela 3 Analise de variancia da profundidade de criptasigladeno, jejuno e
ilio de animais tratados cofiglucanos de&Saccharomyces cerevisiae
na dose de 30mg/kg/dia durante 28 dias

A - Duodeno

FVv GL SQ MQ Fc Pr>Fc

DPERIO 1 8261.428267 8261.428267.679 0.0118
GLUCANO 1 11667.978017 11667.9780170.845 0.0036
DPERIO*GLUC 1 7658.368267 7658.3682677.118 0.0148
erro 20 21517.0740331075.853702

Total corrigido 23 49104.848583

CV (%)= 15.49

Média geral: 211.7441667 Numero de olmgies: 24
B - Jejuno

FVv GL SQ MQ Fc Pr>Fc

DPERIO 1 26930.650104  26930.6801016.081 0.0007
GLUCANO 1 1316.164704 1316.16470 0.786 0.3859
DPERIO*GLUC 1 7905.051038 7905.053.03 4.720 0.0420
erro 20 33493.4779501674.673898

Total corrigido 23 69645.343796

CV (%)= 21.70
Média geral: 188.6245833 NuUmero de olzgiss: 24
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C-lleo
FVv GL SQ MQ Fc Pr>Fc
DPERIO 1 10.335937 10.335930.007 0.9362

GLUCANO 1 1398.274004 1398.274004.888 0.3572
DPERIO*GLUC 1 259.975838 259.975838).165 0.6888
erro 20 31488.6895171574.434476

Total corrigido 23 33157.275296

CV (%)= 22.42
Média geral: 176.9970833 NuUmero de olzmgies: 24

Tabela 4 Analise de variancia da relacdo profundidade detasfaltura de
vilosidades do duodeno, jejuno e ilio de animadatios comp-
glucanos dé&accharomyces cerevisiaa dose de 30mg/kg/dia durante

28 dias
A - Duodeno
FV GL sSQ MQ  Fc Pr>Fc
DPERIO 1 1.782150 1.7821503.917 0.0013
GLUCANO 1 0.007350 0.0073500.057 0.8131
DPERIO*GLUC 1 1.288067 1.288067.0.058 0.0048
erro 20 2.561167 0.128058
Total corrigido 23 5.638733
CV (%)= 14.95
Média geral: 2.3933333 Numero de olmgies: 24
B - Jejuno
FVv GL SQ MQ Fc Pr>Fc
DPERIO 1 2.509067 2.50P06 6.178 0.0219
GLUCANO 1 0.453750 0.45875 1.117 0.3031
DPERIO*GLUC 1 0.166667 0.16866 0.410 0.5290
erro 20 8.122500 0.406125
Total corrigido 23 11.251983
CV (%)= 26.02

Média geral: 2.4491667 Numero de olmgies: 24




C —ileo

FVv GL SQ MQ Fc Pr>Fc

DPERIO 1 0.075938 0.07%93 1.480 0.2379
GLUCANO 1 0.006338 0.00833 0.124 0.7289
DPERIO*GLUC 1 0.013537 0.01353 0.264 0.6131
erro 20 1.025950 0.051298

Total corrigido 23 1.121763

CV (%)= 13.84

Média geral: 1.6362500 NuUmero de olmgies: 24
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