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Resumo

Introdugdo: Como suplemento, o beta-glucano apresenta varios efeitos terapéuticos gerados
pelas células imunologicas. Cientificamente aprovado, mostrou ser um modificador de defesa
bioldgica.

Objetivo: Investigar os efeitos do beta-glucano nos tratamentos administrados em um modelo
de otite média aguda induzida em um modeloanimal. A eficacia foi avaliada imunoldgica e
histologicamente.

Método: A amostra do estudo foi composta por 35 ratos adultos, divididos aleatoriamente em
5 grupos de 7: grupo 1 (controle), grupo 2 (otite média aguda, sem tratamento), grupo 3 (otite
média aguda + antibiotico), grupo 4 (otite média aguda + beta-glucano) e grupo 5 (otite média
aguda + beta-glucano + antibiotico). Foram feitas analises dos resultados dos exames histopato-
logicos e imunologicos em relacao ao espessamento da membrana timpanica, dano ao epitélio,
inflamacao e esclerose. Os niveis séricos de TNF-a, IL-4, IL-6 e IL-13 foram avaliados em todos
0S grupos.
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Resultados: Todos os niveis séricos de citocinas foram significativamente mais baixos nos grupos
tratados com beta-glucano e antibidticos em comparacdo com o grupo otite média aguda.
Diferencas significativas na espessura da membrana timpanica, inflamagao, dano do epitélio
e esclerose foram observadas entre os grupos otite média aguda + antibidtico e otite média
aguda + beta-glucano. De acordo com esses parametros, os valores no grupo otite média aguda +
antibidtico + beta-glucano foram acentuadamente inferiores aos dos demais grupos. Houve uma
diferenca significante no grupo otite média aguda + antibidtico + beta-glucano em comparacao
ao grupo otite média aguda (p <0,001).

Conclus@o: Ambos os tratamentos com antibiotico e com beta-glucano reduziram os sinais de
inflamacdo da otite média aguda em um modelo de rato com otite média aguda induzida,
diminuiram os danos histologicos e os niveis de citocinas. A administracao concomitante de
antibiotico e beta-glucano levou a uma reducgao significativa na espessura da membrana tim-
panica, inflamacao e danos ao epitélio. O tratamento com antibidticos + beta-glucano resultou
em maior diminuicdo na espessura da membrana timpanica, inflamagdo e danos no epitélio
do que nos outros grupos. A partir desses resultados, pode-se sugerir que o beta-glucano, em
combinacdo com antibioticos, pode fornecer uma opcao para o tratamento da otite média
aguda.

© 2020 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://

creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

A otite média aguda (OMA) é observada com extrema
frequéncia durante a infancia e foi relatado que 75% das
criancas em idade pré-escolar ja tiveram pelo menos um
episddio. A disseminacdo intracraniana da infeccao esta
entre as complicacoes que podem ocorrer. Os mecanismos
da OMA dentro da cavidade da orelha média (COM), que
podem tornar um individuo suscetivel ao desenvolvimento
de inflamacao, sao apenas parcialmente conhecidos.”? Os
5 tipos de bactérias mais comuns associadas a OMA sdo
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Mora-
xella catarrhalis, Streptococcus pyogenes e Staphylococcus
aureus. Os virus mais comuns que podem contribuir para
a OMA sao o rinovirus humano, o influenza virus, o virus
sincicial respiratdrio, o adenovirus e o enterovirus. Pacien-
tes com OMA tém a qualidade de vida reduzida devido a
dor, perda auditiva, dores de cabeca e comprometimento
cognitivo.>* Um fator contribuinte importante para a fisio-
patologia da OMA é a deficiéncia da funcdao da mucosa da
orelha média e a subsequente estase das secrecdes infecta-
das e que tem sido associada a inflamacao local.*>

Como os patdgenos da OMA podem ser resistentes aos
antibioticos comumente usados, isso representa um desafio
no tratamento.® Alguns pacientes com OMA usam terapias
opcionais e suplementares, particularmente ervas medi-
cinais, além de tratamentos convencionais. O uso nao
prescrito de ervas medicinais para infeccdes do trato respi-
ratério superior € comum em todo o mundo. O beta-glucano
(B-G) é um constituinte de plantas amplamente difun-
dido, estudado ha décadas em relacédo aos efeitos benéficos
para os seres humanos. Foi cientificamente aprovado e
demonstrou ser um modificador da defesa bioldgica.®’” Como
suplemento, o B-G tem varios efeitos terapéuticos gerados
pelas células imunoldgicas. Ele pode desencadear o processo
de atracao de células imunes, inclusive macrdfagos, neu-
trofilos, mondcitos, células do tipo natural killer e células

dendriticas, e pode inibir o crescimento de tumores no esta-
gio de promoc&o.’~’ O objetivo deste estudo foi investigar os
efeitos do B-G nos tratamentos administrados em um modelo
de rato com OMA induzida experimentalmente e avaliar os
resultados imunologicos e histoldgicos.

Método
Animais e OMA induzida experimentalmente

Os grupos foram separados para tratamento da seguinte
forma: nos grupos 2, 3 e 4, Staphylococcus aureus, cepa
ATCC 25923, em solucao estéril (0,5+1 x 108 UFC / mL) foi
administrada bilateralmente, usou-se uma agulha odontolé-
gica (0,1 mL), por via transtimpanica. A OMA desenvolveu-se
dentro de 48 h. Hiperemia da membrana timpanica foi obser-
vada macroscopicamente no dia 2 e o crescimento de S.
aureus foi confirmado por cultura. (Nimero de aprovacao
do comité de ética: 2015/ A-56).

Grupos de tratamento

O total de 35 ratos foi separado aleatoriamente em 5 gru-
pos de 7 animais. O grupo 1 (controle) recebeu 0,1 mL de
solucdo salina por via intratimpanica, seguido por 0,01% de
carboximetilcelulose (CMC) por gavagem. No grupo 2 (OMA),
0,1 mL de solucao de S. aureus foi administrada por via intra-
timpanica para induzir a OMA, seguida por 0,01% de CMC
por gavagem. No grupo 3 (OMA + antibiotico), ap6s inducao
da OMA, 50mg/kg de ampicilina foram administrados por
gavagem. No grupo 4 (OMA + B-G), apds inducao da OMA,
50mg/kg B-G foram administrados por gavagem. No grupo
5 (OMA + B-G + antibiotico) apos inducao da OMA, 50 mg/kg
de antibidtico e 50mg/kg de B-G foram administrados por
gavagem. A ampicilina foi administrada duas vezes ao dia
por 14 dias e o B-G também foi administrado por 14 dias.
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No 14° dia, todos os animais foram sacrificados sob aneste-
sia geral. Os ratos foram pesados e entao a anestesia com
cloridrato de cetamina (75mg/kg) e xilazina (8 mg/kg) foi
aplicada. Amostras de sangue foram obtidas do ventriculo
esquerdo para analise imunologica. Apos centrifugacao do
sangue total (3.000 x g, 20min, a 4°C), as amostras de
soro foram obtidas. As amostras de tecido e de soro foram
armazenadas a -45° C até analise posterior.

Analise de citocinas

A producao de citocinas foi determinada com ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica (Elisa, do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays) com kits comerciais de acordo com
as instrucoes do fabricante. Os niveis de interleucina-1beta
(IL-1B) (cat. n°: EK0393) e IL-4 (cat. n°: EK0406) foram medi-
dos com kits Elisa anti-rato da BosterBio (Pleasanton, CA,
EUA). A IL-6 (cat. n°: KHC0061) e o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) (cat. n°: KRC3011) foram obtidos da Invitro-
gen (Carlsbad, CA, EUA). As placas de microtitulacao foram
lidas a 450 nm, com o leitor de microplacas CA-2000 Elisa
(CIOM Medical Co., Ltd., Changchun, China). Com analise
de regressao linear, os niveis de citocinas foram calculados
a partir de curvas padrao de citocinas recombinantes.

Analise histopatologica

Apos o sacrificio dos ratos, o osso temporal foi dissecado
do cranio. Apds a abertura da bula timpanica, os tecidos
foram fixados em formalina tamponada a 10%, depois incu-
bados em acido formico a 5% e o processamento rotineiro dos
tecidos foi feito para a descalcificacao. Os cortes de 4 um
de espessura foram feitos em blocos de parafina e corados
com hematoxilina e eosina (H&E). Todas as laminas foram
examinadas sob microscopia éptica (Olympus BX-51; Olym-
pus, Toquio, Japao) e as imagens foram capturadas com
uma camera digital DP70 acoplada ao microscopio (Olym-
pus). No exame histoldgico, foram avaliados o espessamento
da membrana timpanica (EspMT), dano ao epitélio (DanE-
pit), inflamacao (Inf) e esclerose (Esc). A gravidade das
alteracdes foi pontuada da seguinte forma: nenhuma (-),
leve (+), moderada (++) e grave (+++).'%"" O escore de
nenhuma (-) foi definido como tecido epitelial e conjuntivo
normal; leve (+), como infiltracdo leve de células inflamato-
rias individuais ou seus aglomerados, degeneracao leve de
células epiteliais, proliferacao leve de células fibroblasti-
cas do tecido conjuntivo; moderada (++), como infiltracao
moderada de células inflamatorias, perda epitelial focal e
proliferacdo moderada de células fibroblasticas do tecido
conjuntivo; e grave (+++), como infiltracao densa de células
inflamatorias e perda de integridade epitelial e acentuada
proliferacao de células fibroblasticas do tecido conjuntivo.

Para analise estatistica, esses escores foram equipara-
dos aos escores numéricos (-) / 0, leve (+) / + 1, moderada
(+ +) / + 2, grave (+++) / + 3. A avaliacao quantitativa foi
feita da espessura da MT (EspMT) a partir da medida da
espessura da membrana timpanica na borda externa vol-
tada para o espaco do canal auditivo externo e da largura da
membrana timpanica voltada para a cavidade timpanica em
10 pontos diferentes." O dano epitelial foi avaliado através
da perda e da erosao do epitélio que reveste a superficie da

membrana timpanica. O aumento das células inflamatorias
foi examinado para avaliar a inflamacao. Havia aumento dos
vasos capilares, congestao e edema. No processo de escle-
rose, foram observados aumento de células fibroblasticas e
degeneracao mixoide.

Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados do estudo foi feita no
software SPSS for Windows (versao 18.0; SPSS Inc., Chi-
cago, IL, EUA). Os resultados foram apresentados como
média + desvio-padrdo (DP). Os niveis de TNF-a, IL-4, IL-6
e IL-18 foram comparados entre os grupos de tratamento
com a analise de variancia (Anova) unidirecional (one-way)
e o teste post hoc de Duncan. A andlise de variancia
de Kruskal-Wallis foi aplicada aos resultados histoldgicos.
Quando foram detectadas diferencas entre os grupos, os
valores médios dos grupos foram comparados pelo teste U
de Mann-Whitney. Um valor de p <0,01 foi considerado esta-
tisticamente significante.

Resultados

Os niveis séricos de TNF-a, IL-4, IL-6 e IL-1B para todos os
grupos de tratamento sao mostrados na tabela 1. No grupo
OMA, os niveis séricos de TNF-q, IL-4, IL-6 e IL-18 aumenta-
ram significantemente em comparacao com os outros grupos
(p <0,01). Os niveis séricos de TNF-a, IL-4, IL-6 e IL-18 dimi-
nuiram significativamente nos grupos tratados com B-G e
com antibioticos em comparacdao com o grupo OMA. Nao
foram determinadas diferencas significantes entre os grupos
tratados com antibioticos -G, antibidticos e B-G + antibidti-
cos em relacao aos niveis de citocinas. Os niveis de citocinas
nesses grupos foram semelhantes aos do grupo controle.

Resultados histopatolégicos

No exame histoldgico, observou-se que o grupo controle
apresentava COM e canal auditivo externo (CAE) livres e
um revestimento mucoso e fino na cavidade. Nos grupos
OMA, observou-se CAE normal, mas havia efusao na COM e
mucosa espessada, com lamina prépria que incluia leucéci-
tos polimorfonucleares, histiocitos, fibroblastos e tecido de
granulacao. Observou-se que a efusao da cavidade nos ratos
afetados continha macraéfagos e neutrdfilos.

Os resultados do exame histopatologico das alteracoes
na membrana timpanica em relacdo ao espessamento da
mesma (EspMT), dano ao epitélio (DanEpit), inflamacdo
(Inf) e esclerose (Esc) sao apresentados na tabela 2 e nas
figuras 1-5. Os cortes corados com H&E demonstraram que
os valores de EspMT, DanEpit, Inf e Esc aumentaram signi-
ficativamente no grupo OMA em comparacao com o grupo
controle (tabela 2 e figs. 1-2; p <0,001).

Os valores desses parametros no grupo OMA + antibio-
tico foram acentuadamente inferiores aos do grupo OMA
(tabela 2 e figs. 2-3; p <0,001). No grupo OMA, a EspMT
aumentou com a migracdo de células inflamatorias e edema
na camada subepitelial da mucosa da bula timpanica. Os
niveis mais altos de DanEpit e Esc foram determinados no
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Tabela 1 Niveis de varias citocinas em ratos de diferentes grupos de tratamento (n=7, média 4 DP)

IL-1B IL-4 IL-6 TNF-«
Controle 10,5+ 6,312 22,3+5,37° 27,6 +2,162 5,61+2,542
OMA 38,3+7,96° 41,7 + 8,44° 38,2 42,25 11,542,57°
OMA + antibidtico 14,5 + 1,432 25,1+6,832 27,9 +3,122 3,54+2,432
OMA + B-G 16,2 + 3,33¢ 27,7 +7,68° 32,0£8,91¢ 5,01+2,282
OMA + antibiotico + B-G 16,8 +2,16°¢ 26,9 +5,932 33,6 +6,24° 4,95+ 1,322

a,b,c Sobrescritos diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticamente significantes (p <0,01).
DP, desvio-padrao; OMA, otite média aguda; IL, interleucina; TNF, fator de necrose tumoral; 3-G (beta-glucano)

Tabela 2 Comparacao histopatoldgica de todos os grupos de acordo com os valores da espessura da membrana timpanica,

inflamacao, esclerose e dano epitelial

EspMT DanEpit Inf Esc
Controle 15,25+ 1,532 0,00+ 0,002 0,00+ 0,002 0,00+ 0,002
Otite média aguda 100,35+2,12P 2,50+0,51° 2,83 +0,40° 1,60+ 0,54
Otite média aguda + antibiotico 24,414+£4132 0,60+0,51¢ 0,6040,51¢ 0,50 & 0,54¢
Otite média aguda + B-G 55,34 44,29 1,3+0,709 1,60+0,514 1,50 + 0,44P
Otite média aguda + antibidtico + beta-glucano 46,25 + 3,22¢ 0,50+0,70 ¢ 0,50+0,70¢ 0,50+ 0,70¢

a,b.c Sobrescritos diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticamente significantes (p <0,01).
ESpMT, espessamento da membrana timpanica; DanEpit, dano ao epitélio; Inf, inflamacao; Esc, esclerose.

Figura 1 Grupo controle, estrutura da membrana timpanica
e martelo ligado a membrana; H&E x 100. (CAE, canal auditivo
externo; CT, cavidade timpanica; MT, membrana timpanica; M,
martelo; H&E, hematoxilina e eosina).

grupo OMA em comparacao com todos os outros grupos
(fig. 2).

Nenhuma diferenca significante foi determinada entre os
grupos OMA e OMA + B-G em relacao aos valores de Esc,
mas uma diferenca significante foi observada em relacao
aos valores de EspMT, DanEpit e Inf (tabela 2, figs. 2-4; p
<0,001).

Uma diferenca significante foi determinada entre os gru-
pos OMA + antibidtico e OMA + B-G em relacdo aos valores
de EspMT, Inf e DanEpit. Nao houve diferenca significante
nos valores de Esc (tabela 2, figs. 3-4).

Figura2 Grupo otite média aguda. EspMT, DanEpit, Inf. (seta)
do tecido conectivo, e Esc. (cabeca de seta), exsudato (e),
EspMT (escore + 3), DanEpit (escore + 3), Inf. e Esc. (escore
+ 3). H&E x100.

Os valores desses parametros no grupo OMA + antibio-
tico + B-G foram inferiores aos dos outros grupos, com uma
diferenca significante nos valores do grupo OMA + antibio-
tico + B-G em comparacao ao grupo OMA (tabela 2, figs. 2-5;
p <0,001).

Foi feita uma avaliacdo semiquantitativa das alteracées
observadas. A média aritmética foi obtida com base nos gru-
pos OMA e controle. No grupo controle, DanEpit, Inf e Esc
nao foram observados. Foi observado um aumento evidente
na EspMT no grupo OMA devido ao efeito da inflamacao
e edema. A inflamacao densa foi causada pela infiltracao
de ‘‘neutrofilos e células linfo-histiociticas’’ (2,83 40,40).
Como resultado da inflamacao, foram observadas alteracoes
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Figura 3  Grupo otite média aguda + antibiotico. Ha acentu-
ada diminuicao da EspMT, DanEpit, Inf. e Esc. (cabeca de seta).
H&E x100.

Figura 4 Grupo otite média aguda + beta-glucano. Ha acen-
tuada diminuicao da EspMT, DanEpit, e Inf. (seta). H&E x100.

Figura 5 Grupo otite média aguda + antibidtico + beta-
-glucano. Ha acentuada diminuicdo da EspMT, Inf. e Esc. (cabeca
de seta), DanEpit (seta pontilhada). H&E x400.

degenerativas e aumento da celularidade no tecido conjun-
tivo da parede da membrana. Essas alteracdes ocorreram
secundariamente a inflamacao na orelha média.

Discussao

A OMA é uma infeccdo comum do trato respiratorio superior
para a qual geralmente sao prescritos antibioticos. Pode afe-
tar todas as idades, com uma frequéncia maior relatada em
criancas. Além disso, a OMA é a doenca mais comum associ-
ada a consultas médicas em criancas com menos de 5 anos.*#

A resisténcia aos antibidticos levou os pesquisadores
a investigar novas opgdes. As ervas medicinais tém sido
usadas ha muito tempo e, de fato, continuam a ser usadas
com mais frequéncia do que os medicamentos de prescricao
médica.®"'® As informacdes atuais propéem que essas
ervas medicinais exercam um efeito bioldgico na regulacao
imune ou mecanismos citotoxicos.” "> Um dos produtos
fitoterapicos imunologicamente eficazes sao polissacarideos
complexos, conhecidos como B-glucanos.'”'> Esses polis-
sacarideos biologicamente ativos encontrados nas paredes
celulares bacterianas ou fingicas aumentam a defesa imu-
noldgica do hospedeiro, ativam sistemas complementares
e melhoram as funcoes das células natural-killer e macro-
fagos. De acordo com estudos in vitro, o B-G interage com
varios receptores da superficie celular imune, inclusive o
receptor de complemento 3 (CR3; CD11b/CD18), dectina-1
(bGR), receptores toll-like 2 e 6 (TLR-2/6), receptores de
eliminacdo de macroéfagos selecionados e lactosilceramida.
Além disso, o B-G pode inibir o crescimento do tumor na
fase de promocdo.®% 12,14

Neste estudo, avaliou-se a eficacia do uso de um
antibiotico convencional (ampicilina) e um medicamento
fitoterapico (B-G), usado no manejo de atividades anti-
-inflamatorias e antimicrobianas, no tratamento da OMA.
Os quatro parametros do exame histopatoldgico usados para
avaliar os efeitos do tratamento foram EspMT, DanEpit, Inf
e Esc.’ Observou-se que, com a migracao de células infla-
matorias e edema para a camada subepitelial da mucosa
da bula timpanica, a EspMT aumentou no grupo AOM. Os
maiores valores de DanEpit e Esc foram obtidos no grupo
OMA. Comparado ao grupo OMA, todos os quatro parametros
estavam significativamente reduzidos no grupo OMA + B-G +
antibiotico. Os parametros no grupo OMA + B-G + antibioti-
cos foram acentuadamente inferiores aos dos outros grupos.
Pode-se considerar que esse efeito possa ser devido a efeitos
sinergéticos pelo uso combinado do antibiético e do B-G.

0 papel das citocinas na OMA ja foi bem estudado ante-
riormente em modelos animais experimentais.®~'" Sabe-se
que o TNF-a, IL-1B IL-4 e IL-6 are sao importantes medi-
adores locais associados a inflamacao aguda. O perfil da
expressao de citocinas durante episodios de OMA é (til para
a avaliacdo da patogénese da doenca.'*""® Neste estudo, os
niveis séricos das quatro citocinas foram medidos nos dife-
rentes grupos de tratamento. Os resultados mostraram que
os niveis de citocinas estavam significativamente reduzidos
nos grupos tratados com B-G e antibidticos em comparagao
ao grupo OMA.

Varios estudos revelaram que o B-G regula a producao
de varias citocinas inflamatorias. Além disso, o B-G regula
a defesa imunologica do hospedeiro, ativa o sistema
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complementar e melhora as fungdes das células natural-
-killer e macrofagos. Essas atividades regulatorias
demonstram os potenciais efeitos desse fitoterapico.®'”8

Além da reducédo do risco de doencas cardiacas (coro-
narias) e acdes anticancer, também foi relatado que o
B-G tem um papel no tratamento de infeccoes. B-G foi
aprovado pela Food and Drug Administration como uma
substancia segura para o uso em seres humanos. Além
disso, em todas as doses testadas, nenhuma toxicidade
foi observada.'”-?'Neste estudo prospectivo em animais, o
efeito de B-G foi investigado em um modelo de rato com OMA
induzida. Analises histopatoldgicas e imunoldgicas foram fei-
tas e os resultados foram analisados. Que seja de nosso
conhecimento, nao houve estudo anterior que investigasse
histologicamente e imunologicamente o impacto de 3-G na
OMA.

Conclusao

Experimentos com modelos animais relacionados a otite
média apresentam grandes vantagens, como a possibilidade
de manipulacao da amostra e a experimentagao controlada
de doencas/efeito terapéutico. Os beneficios coletivos dos
estudos da otite média em modelos animais expandiram o
campo para experimentos continuos e aprimorados sobre
esse tema Com base nos resultados deste estudo, pode-se
sugerir que B-G, em combinacdo com antibiéticos, pode pro-
porcionar um tratamento opcional bem-sucedido para a OMA
em comparacao com antibioticos usados isoladamente. Os
efeitos favoraveis observados com o uso do B-G estdo rela-
cionados as suas atividades imunomoduladoras. Portanto,
0 uso potencial de B-G para o tratamento da OMA deve
continuar a ser investigado. Estudos futuros controlados e
randomizados em seres humanos que foquem o uso de B-G
no tratamento da OMA sao necessarios.
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