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RESUMO

Introdugao: Atualmente o diagnéstico do diabetes é realizado por
procedimento invasivo, dolorido e de custo alto. Consequentemente a busca por
um método diagndstico mais barato (sem utilizagao de reagentes), ndo-invasivo
e especifico ao diabetes é de grande interesse. Objetivo: Esta pesquisa
investigou a aplicagdo da espectroscopia de reflexdo total atenuada no
infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR) em amostras de saliva
como alternativa para o diagnéstico de DM. Materiais e métodos: Ratos Wistar
foram divididos em: ndo-diabético (ND), diabético (D) e diabético tratado com 6U
de insulina (D6U). O DM foi induzido por uma injec&o intraperitoneal (60 mg / kg)
de estreptozotocina (STZ). Vinte e um dias apds a indugdo do diabetes foi
iniciado o tratamento, que ocorreu durante 7 dias, com insulina ou veiculo. O
peso corporal, a ingestdo alimentar e hidrica, glicemia, volume urinario e
concentragao de glicose na urina foram avaliados durante o experimento. O perfil
salivar foi analisado por espectroscopia ATR-FTIR e os modos vibracionais
foram avaliados quanto a capacidade diagnéstica pela curva ROC. Resultados:
Foram identificados treze modos vibracionais dos espectros da saliva de animais
ND, D e D6U, e destes, 4 modos vibracionais foram pré-validados como
potenciais biomarcadores para diagndstico pela curva ROC e significativa
correlagdo com a glicemia. Em comparagdo com o escpectro ND, os modos
vibracionais 1377 cm™, 1255 cm™, 628 cm™' e 616 cm™ de animais D
apresentaram uma sensibilidade e especificidade de 100% (p <0.001). Além
disso, os biomarcadores espectrais 1255 cm-' e 628 cm™! demonstraramuma alta
correlagdo com a glicemia (r de 0,84 e 0,8595, respectivamente). Conclusao:
Dessa forma, os espectros salivares 1255 cm™' e 628 cm™! podem ser utilizados

como uma nova alternativa para o diagnostico de diabetes.

Palavras chave: Diabetes, saliva, ATR-FTIR, biomarcador e diagnéstico



ABSTRACT

Introduction: Monitoring of blood glucose is an invasive, painful and
costly procedure in diabetes. Consequently, the search for more a cost-effective
(reagent-free), non-invasive and specific diabetes diagnostic method is of great
interest. Objective: This research investigated the application of ATR-FTIR
spectroscopy as an alternative for the diagnosis of DM by quantitative salivary
spectrum analysis. Material and methods: Wistar rats were divided in non-
diabetic (ND), diabetic (D) and diabetic 6U-treated of insulin (D6U). DM was
induced by an intraperitoneal injection (60 mg/kg) of streptozotocin (STZ). The
animals were submitted to 28 days of diabetes, and on the 21st day, the treatment
was started for 7 days with insulin or vehicle solution according to the group. Body
weight, food and water intake, glycemia, urinary volume and urine concentration
of urine were evaluated during the experiment. The salivary profile was analyzed
by ATR-FTIR spectroscopy and the vibrational modes were evaluated for
diagnostic ability by ROC curve. Results: Thirteen vibrational modes of saliva
spectra of ND, D and D6U were identified, and of these, four vibrational modes
were pre-validated as potential biomarkers for diagnosis by the ROC curve, with
a significant correlation with glycemia. Compared to the ND, 1377 cm™', 1255 cm-
1,628 cm™ and 616 cm' bands of D rats gave a sensitivity and specificity of 100%
(p<0.001). In addition, the spectral biomarkers 1255 cm™” and 628 cm
demonstrated a high correlation with glycemia (R2 of 0.84 and 0.8595,
respectively). Conclusion: Altogether, 1255 cm™' and 628 cm-'! spectral salivary

biomarkers may provide a novel robust alternative for diabetes diagnostics.

Keywords: Diabetes, saliva, ATR-FTIR, biomarkers and diagnosis
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1. INTRODUGAO

O Diabetes mellitus (DM) é uma doenga crénica que acomete milhdes de
pessoas e apresenta proporgdes epidémicas em todo o mundo, incluindo o
Brasil. Dessa forma, torna-se necessario implementar politicas de saude publica
que visem a prevencgao, monitoramento e diagndstico precoce do DM (Maia &
Araujo, 2004). O DM é definido como uma sindrome metabdlica resultante de
uma insuficiente secre¢cao e/ou de uma reduzida acao da insulina nos tecidos
periféricos e consequentemente estado hiperglicémico (Ashcroft e Rorsman,
2012).

O monitoramento frequente da glicemia é fundamental para o controle
glicémico em individuos diabéticos, no entanto, o numero de mensuragdes ainda
€ insuficiente. Em parte, isto ocorre devido a presenca de dor no momento da
mensuragao, a presenga de calos e diminuigdo da circulagdo sanguinea nos
dedos (local frequente da retirada do sangue) pela utilizacdo dos testes atuais
para medidas glicémicas. Devido a esses inconvenientes associado a
caracteristica de ser um exame invasivo, a média de medidas glicEmicas é de
duas vezes por dia, 0 que é abaixo dos 4-7 monitoramentos recomendados. Em
virtude da frequente redugcdo no numero de medidas de glicemia diarias, a
glicose plasmatica ndo constitui um pardmetro totalmente eficiente para o
controle da glicemia durante um intervalo prolongado de tempo (Fullerton et al.,
2014). Dessa forma, a utilizagdo de amostras de sangue para o monitoramento
do controle glicémico dificulta um controle adequado, o que demonstra a
necessidade de novas abordagens ndo invasivas para deteccido e
monitoramento desta doenca enddcrina.

Uma alternativa é a utilizacdo da saliva como fluido diagnostico, uma vez
que ela pode indicar alteragdes sistémicas, sendo um substituto do sangue em
testes laboratoriais para diversas patologias (Rathnayake et al., 2013). A saliva
€ formada principalmente pelas glandulas salivares e é considerada um fluido
fundamental para a manutencao da saude oral. A secre¢ao salivar é controlada
pelo sistema nervoso autdnomo (SNA), por um arco reflexo formado pela via
aferente (estimulo mecanico da mastigagéao e quimico da gustacao e olfagao) e
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eferente (simpatico e parassimpatico), além disso, este arco reflexo também
pode receber atuagao do sistema nervoso central (Pedersen et al., 2002).

Com os avangos das ciéncias Omicas (gendbmica, protedmica,
transcriptémica, metabolémica) integrado as técnicas quantitativas na biologia
de sistemas tem-se configurado plataformas importantes para a descoberta de
biomarcadores para diversas doengas. Alguns metabdlitos, proteinas e
peptideos foram encontrados e podem ser utilizados para investigacdo dos
mecanimsmos moleculares, diagndstico e monitoramento do DM (Rao et al.,
2009).

Os biomarcadores salivares com potencial diagndstico para o diabetes
podem ser avaliados considerando a sua sensibilidade, especificidade e valores
preditivos em relagdo a glicemia de jejum, teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG) e os niveis de hemoglobina glicada (HbA1c) (Takada et al., 2013).
Assim, a utilizagdo da saliva como fluido de diagndstico € um campo crescente
para realizar o diagnostico de doencgas orais e sistémicas, como o DM.

O estabelecimento de métodos de diagndstico ndo invasivo, indolor e
rapido por meio da saliva poderia reduzir as complicagdes do DM. Atualmente
ainda nao foi demonstrado nenhum biomarcador robusto de DM que tenha sido
validado para utilizagdo na clinica. Sendo assim, uma alternativa é através de
técnicas espectroscoépicas, como a Espectroscopia de Reflexdo Total Atenuada
no Infravermelho com Transformada de Fourier (ATR-FTIR). Dessa forma, o uso
da saliva como monitoramento do DM reduziria as complicagdes da patologia e
aumentaria o numero de medidas de controle glicémico que poderiam ser usadas
pelo médico para prescricdo mais eficiente no tratamento da populacao
diabética.

No presente estudo, nossa hipétese foi identificar se os modos de
vibracionais diferencialmente expressos podem servir como biomarcadores
salivares para deteccado de diabetes mellitus. Portanto, o objetivo do nosso
estudo foi indicar quais os modos vibratérios analisados na saliva por
espectroscopia ATR-FTIR que sdo adequados para diagnostico do diabetes.
Para isso, o perfil salivar ndo diabético, diabético e diabético tratado com insulina
foram avaliados quantitativamente, bem como a capacidade de diagndstico dos

modos vibracionais da saliva.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus (DM) € uma doencga enddécrina caracterizada por um
déficit na producdo e/ou acdo da insulina associado com hiperglicemia
inapropriada. Uma situagéo de hiperglicemia crénica, ocasionada pelo DM, pode
acarretar disturbios e alteragdes no metabolismo de carboidratos, proteinas e
lipidios (Zheng et al., 2017). O DM é uma doencga cronica grave que acomete
milhdes de pessoas e apresenta propor¢des epidémicas em todo o mundo,
incluindo o Brasil. Segundo a Federacéo Internacional de Diabetes, o DM afeta
atualmente cerca de 425 milhdes de pessoas em todo o mundo e estima-se que
212 milhdes de pessoas nao foram ainda diagnosticadas. No Brasil sdo 12,4
milhdes de pessoas diagnosticadas com DM. Além disso, o0 numero da
populacdo mundial de diabéticos pode aumentar para 629 milhdes em 2040, se
nenhum esforgo for realizado para diminuir e/ou controlar esse aumento (IDF,
2017). A prevaléncia de DM ¢é crescente e decorrente do aumento do
evelhecimento populacional, sedentarismo, obesidade, maior urbanizacdo e
sobrevida dos pacientes diabéticos (Shaw et al., 2010). As estimativas e
projecdes da prevaléncia de DM em nivel nacional e mundial sdo fundamentais
para desenvolver estratégias de prevengao e tratamento com a finalidade de

diminuir o crescimento dessa sindrome metabdlica (Asif, 2014).

[l <100 thousand

[ 100 to 500 thousand
500 thousand to 1 million
1 to 10 million

I 10 to 20 million

¥ =20 million
/ B ‘

Figura 1. Estimativa de diabetes mellitus em 2017 (IDF, 2017).
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A classificagcdo do DM é baseada em sua etiologia e foi proposta pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e pela Associagdo Americana de
Diabetes (ADA). Atualmente sdo reconhecidas quatro classes clinicas de DM:
diabetes tipo 1 (DM1) que é subdividido em autoimune e idiopatico, diabetes tipo
2 (DM2), diabetes gestacional e tipos especificos de DM por outras causas (ADA,
2017).

O DM1 é uma desordem que surge apos a destruicdo autoimune das
células beta-pancreaticas produtoras de insulina e atinge cerca de 5% dos
pacientes diabéticos (Atkinson e Eisenbarth, 2001). A taxa de destruicao das
células beta-pancreaticas é variavel, sendo, em geral, mais rapida entre as
criangas (SBD, 2016) . A forma lentamente progressiva ocorre em adultos, a qual
se refere como diabetes autoimune latente do adulto (LADA, acrédnimo em inglés
de latent autoimmune diabetes in adults). Os marcadores de autoimunidade s&o
os auto-anticorpos anti-ilhota de Langerhans ou antigenos especificos da ilhota
de Langerhans (anti-insulina, antidescarboxilase do acido glutdmico - GAD 65 -
, antitirosina-fosfatases - IA2 e IA2B - e antitransportador de zinco - Znt 1A). Por
sua vez, o DM1 idiopatico é definido pela auséncia de marcadores de
autoimunidade contra as células betapancreaticas, sendo poucos 0s casos
classificados como essa etiologia do DM1 (Katsarou et al., 2017).

O DM2 é causado por alteragcbes na agao e secregcao da insulina,
ocasionando uma resisténcia a insulina em 6rgaos alvos periféricos, uma
elevada producéao de glicose hepatica e disfungao dos adipdcitos (Groop et al.,
1989; Pessin e Saltiel, 2000; Defronzo, 2004; Pirola et al., 2004). Fatores
genéticos e ambientais, como sedentarismo, envelhecimento e dieta rica em
gorduras estdo associados na ocorréncia de DM2 e em sua maioria, o0 DM2
desenvolve-se de forma progressiva (Kolb e Martin, 2017). Dessa forma, nos
estagios iniciais € dificil a realizagdo do diagndstico, uma vez que nao apresenta
sintomas especificos (ADA, 2017).

O DM gestacional € uma condicado, que pode ser temporaria ou nao,
definida por uma intolerancia a glicose e resisténcia a insulina que é
diagnosticada pela primeira vez durante a gravidez (Chen et al., 2015; Adam e
Rheeder, 2017). Os altos nives glicémicos maternos possuem o risco de
desenvolvimento de DM no feto, sendo uma das preocupagdes durante a
gestacao (Kim, 2010; Chen et al., 2015). A prevaléncia de DM gestacional tem
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crescido com os anos em virtude do aumento da obesidade, avango da idade
materna e historico familiar de DM (Adam e Rheeder, 2017) e possui como
estimativa de ocorréncia de 1 a 14% de todas as gestacdes (SBD, 2016).

Por sua vez, a classe de outros tipos especificos de DM inclui formas
menos comuns de DM desde que as suas causas possam ser identificadas
(SBD, 2016). Estéo incluidos como causas nessa categoria alguns disturbios
genéticos na fungao das células beta, alteragdes genéticas na agdo da insulina,
doengas do pancreas exocrino, endocrinopatias, DM induzidos por
medicamentos ou agentes quimicos e entre outras condigdes que possam
desencadear o DM (ADA, 2017).

O diagnostico de DM segue as orientagbes da ADA e da Sociedade
Brasileira de Diabetes, e atualmente os critérios para o diagnostico s&o: glicemia
idependente do horario das refeigdes, maior que 200 mg/dL associada aos
sintomas classicos de diabetes (perda de peso, poliuria e polidipsia); glicemia de
jejum maior ou igual a 126 mg/dL; teste de tolerancia oral a glicose com glicemia
de 2 horas apds receber 75¢g de glicose maior ou igual a 200 mg/dL e teste de
hemoglobina glicada (HbA1c) com valores maiores ou igual a 6,5% (ADA, 2017).

O DM apresenta alguns fatores de riscos, como o mau controle
metabdlico, tabagismo, alcoolismo e hipertencao arterial (Wylie-Rosett et al.,
2006; Wu et al.,, 2014). Apdés o estabelecimento do DM, ocorre algumas
complicagbes que podem ser agudas e crbnicas. Dentre as complicagdes
agudas destacam-se a hipoglicemia, o estado hiperglicémico hiperosmolar e a
cetoacidose diabética (Umpierrez e Korytkowski, 2016). As complica¢des
crOnicas geralmente ocorrem pelas alteragbes na microcirculacédo e
macrocirculacdo decorrentes do DM, podendo desenvolver retinopatia,
nefropatia, neuropatia, cardiopatia isqgémica, doencas cerebrovasculares e
complicagbes nerologicas (Fullerton et al., 2014; Gibbons e Freeman, 2015;
Naito e Kasai, 2015; Srinivasan et al., 2017; Winocour, 2017). Além disso, em
individuos com DM de longa duracdo e estado glicémico mal controlado, a
glicose pode interagir em excesso com proteinas plasmaticas por meio de
ligagcbes covalentes em uma reagao nao-enzimatica (glicagéo) (Kalousova e
Zima, 2014; Singh et al., 2014). Este processo juntamente com os produtos finais
da glicagdo avancada (AGEs) também desempenham importente papel nas
complicagbes do DM (Ahmed, 2005; Sato et al., 2006). Estas complica¢des estéo
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associadas com a elevada morbidade e mortalidade de individuos diabéticos,
bem como a alto custo a saude publica (Bhowmick et al., 2005; Umpierrez et al.,
2011; Zhuo et al., 2013; Kruljac et al., 2017).

O custo com DM é elevado devido a grande quantidade de recursos
aplicada para o sistema de saude e para previdéncia social decorrentes das
complicagcbes desta doenga (Logminiene et al., 2004). Diante disso, o Ministério
da Saude vém adotando algumas estratégias e agdes para reduzir os gastos
dessa doenga metabdlica na populacao brasileira. Os custos com DM podem
variar entre 2,5 e 15% do or¢camento anual da saude de um pais, dependendo
da sua prevaléncia e do grau de complexidade do tratamento disponivel
(Torquato et al., 2003). As despesas do Brasil com o tratamento ambulatorial dos
pacientes diabéticos pelo Sistema Unico de Saude (SUS) é de US$ 2.108,00 por
paciente, dos quais US$ 1.335,00 estdo relacionados a custos diretos (Bahia et
al., 2011). Levando em consideragao o DM como diagnéstico principal, o custo
anual é de aproximadamente R$ 40,3 milhdes, sendo 91% decorrentes de
internagdes hospitalares (SBD, 2016).

Apesar dos avangos sobre o entendimento da fisiopatologia do DM, a
perda do controle glicémico em individuos diabéticos representa o principal fator
de risco para o desenvolvimento das complicagdes dessa patologia. Dessa
forma, acreditamos que as pesquisas relacioanadas com o monitoramento e
diagndstico precose da doenga sao relevantes para diminuir as complicacoes
tardias do DM, reduzir os custos para os sistemas de saude e melhorar a

qualidade de vida dos pacientes diabéticos.

2.2 GLANDULAS SALIVARES E SECREGAO SALIVAR

As principais glandulas salivares incluem as glandulas parétidas,
localizadas préximas aos primeiros molares superiores, e as glandulas
submandibulares e sublinguais, que sao encontradas entre o tecido conjuntivo
na base da boca e atras da insercdo do musculo milo-hioideo. Além disso,
existem glandulas salivares menores que que sdo encontradas no labio inferior,
lingua, palato, bochechas e faringe (Humphrey e Williamson, 2001; De Paula et

al., 2017). As principais glandulas salivares sdo responsaveis por cerca de 90%
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da secregao salivar, enquanto que as glandulas salivares menores, fluido
crevicular gengival, compostos derivados do sangue e refluxo gastrointestinal
representam cerca de 10% da composicéo final de saliva (Dodds et al., 2005;
Holmberg e Hoffman, 2014).

Nas glandulas salivares s&o encontrados células acinosas, células do
sistema ductal e células mioepiteliais. As células acinosas determinam o tipo de
secrecéao salivar produzida pelas diferentes glandulas salivares, que podem ser
serosa, mucosa ou mista. A secrecdo serosa (aquosa € menos viscosa) é
produzida pelas glandulas parétidas, as glandulas sublinguais secretam saliva
mucosa (secregdo enriquecida de mucinas), enquanto que as glandulas
submandibulares secretam uma saliva mista (mucoserosa) em humanos
(Veerman et al., 1996; Humphrey e Williamson, 2001).

A secrecgao salivar é controlada pelo sistema nervoso auténomo (SNA).
Sob o estimulo do SNA simpatico, a secre¢ao da saliva torna-se mais viscosa e
rica em proteinas, porém em menor volume, enquanto que sob estimulo do SNA
parassimpatico o fluxo salivar € aumentado (Pedersen et al., 2002; Obayashi,
2013).

A estimulagado pelo SNA parassimpatico, e consequentemente liberagao
de acetilcolina promove, a ativagao de receptores colinérgicos muscarinicos M3
e M1, desencadeando uma cascata de sinalizagdo com liberagao intracelular de
Ca?* pelos reticulos endoplasmaticos das células acinosas. O aumento dos
niveis de Ca?* intracelular induz a abertura dos canais de ClI- na membrana apical
e consequente secrecdo de Cl- no lumen. A secrecao de Na* e Cl cria um
gradiente osmatico através dos acinos, permitindo a passagem de agua para o
[lumen com o auxilio dos transportadores de agua denominados Aquaporina 5.
Este gradiente osmaético também permite o fluxo de agua pela via paracelular.
Desse modo, a saliva inicial secretada no lumen (saliva primaria - rica em Na*,
Cl- e agua) consiste em um fluido isoténico em relagao ao sangue (estagio 1).
Esta saliva primaria € modificada durante a sua passagem ao longo do epitélio
ductal, onde a maioria do Na* e CI- é reabsorvido, enquanto que o K* e HCO3~
€ secretado (estagio 2). Desse modo, devido o epitélio ductal ser pouco
permeavel a agua em situagdes fisioldgicas (pode ocorrer transporte por
Aquaporinas 4 e cotransportadores de Na+/glicose/agua tipo 1 - SGLT1), a saliva
final é hipotdnica em relagdo ao sangue. A saliva final possui constituintes
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inorganicos os quais incluem principalmente Na*, ClI-, HCO3~, K* e, em menor
quantidade, Ca?*, Mg?* e fosfato (Dodds et al., 2005; Mese e Matsuo, 2007;
Catalan et al., 2009; Carpenter, 2013; Sabino-Silva et al., 2013).

A secregcdo de saliva sob o estimulo do SNA simpatico, ocorre pela
interacdo da noradrenalina e/ou adrenalina via receptores beta-adrenérgicos,o
que induz uma reduzida acéo dos transportadores aquaporinas 5, dessa forma,
menos fluido é secretado. A ativagdo desses receptores aumenta os niveis
intracelulares de adenosina 3’, 5-monofosfato ciclico (AMPc) que ativam
proteinas quinases A (PKA), cujos alvos, embora ainda nao estao
completamente elucidados, sabe-se que o conteudo liberado compreende uma
ampla variedade de proteinas com fungdes biolégicas importantes para a
homeostasia da cavidade oral (Vatta et al., 2002; Melvin et al., 2005; Mese e
Matsuo, 2007).

A saliva é uma secrecao exocrina mucoserosa composta principalmente
por agua (99%) e uma pequena parte de compostos organicos e inorganicos
(1%) (Lima et al., 2010). Sendo assin, a saliva é constituida por agua, enzimas,
ions, hormonios, lipideos e diversas proteinas, como amilase, aldolases,
mucinas, imunoglobulinas, proteinas ricas em prolina, albumina, fibronectina e
cromogranina A (Humphrey e Williamson, 2001; De Almeida Pdel et al., 2008;
Denny et al., 2008). Na tabela 1 pode-se observar a concentragcdo de alguns

componentes que fazem parte da composicao da saliva e do plasma.

Tabela 1. Representacdo da quantidade média de alguns componentes

presentes na saliva e sangue.

Componentes Saliva (mM) Plasma (mM)
Inorganicos Ca?* 1-2 2.5
Mg?* 02-05 1.0
Na* 6 - 26 140
K* 14 - 32 4
NH4+ 1-7 0.03
H2PO4 & HPO4? 2-23 2

CI 17 - 29 103
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HCOs 2-30 27
F- 0.0005 - 0.005 0.001
SN- 0.1-2.0 _
Orgénicos Uréia (Adultos) 2-6 5
Uréia (Criancgas) 1-2 _
Acido Urico 0.2 3
Aminoacidos 1-2 2
Glicose 0.05 5
Lactato 0.1 1
Acidos Graxos (mg/l) 10 3000
Macromoléculas Proteinas 1400 - 2000 70000
Glicoproteinas 110 - 300 1400
Amilase 380 _
Lisozima 109 _
Peroxidase 3 _
IgA 194 1300
IgG 14 13000
IgM 2 1000
Lipideos 20-30 5500

(Edgar e O’Mullane, 1996)

Estes componentes presentes na composicao salivar estdo relacionados
com as inumeras fungbes da saliva, que podem ocorrer tanto pela sua
caracteristica fluida como pelos componentes especificos (Pedersen et al.,
2002). A limpeza da cavidade oral, formag¢ao do bolo alimentar, facilitagao da
mastigacéo e degluticédo, solubilizacdo de substancias alimentares, remogao de
bactérias e alimentos, lubrificacdo da mucosa e a facilitacdo da fala estdo
relacionadas com as caracteristicas fluidas da saliva. Ja a protecao dos dentes
pela neutralizacdo dos acidos, a acdo bactericida e bacteriostatica, a
manutengdo da saturacao de fosfato de calcio relacionada a hidroxiapatita,
modulagdo do pH, processo de desmineralizagdo, remineralizacdao e a

participacdo na formagao da pelicula adquirida, sdo exemplos de funcdes
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relacionadas aos componentes especificos da saliva (Humphrey e Williamson,
2001; Pedersen et al., 2002).

2.3 DIABETES MELLITUS E COMPLICACOES ORAIS

A hiperglicemia crénica promove alteragdes metabdlicas e disfungdo em
varios 6rgaos, como pacreas, figado, cérebro, rins e glandulas salivares (Pirola
et al., 2004; Ashcroft e Rorsman, 2012; Brinkman, 2017). Nas glandulas
salivares, o DM causa alteragdes morfoldgicas e funcionais que podem resultar
em doencgas orais (Zalewska et al., 2013; Lilliu et al., 2015). Parte destas
alteragbes observadas ocorrem devido a relagdo existente entre o DM e as
doencas orais causada pela inadequada funcao salivar em individuos diabéticos
(Dodds et al., 2005; Carda et al., 2006).

A saliva é essencial para a manutengéo da saude oral e sistémica (Leite
et al.,, 2013). Este fluido tem papel relevante para digestdo, mastigagao,
gustacao, fonacgao, degluticdo e protecado de tecidos mineralizados e mucosos
(De Almeida Pdel et al., 2008). A diminui¢ao do fluxo salivar e as alteragcbes na
composicao da saliva podem causar complicagcdes orais nos individuos
diabéticos mal controlados, que incluem: xerostomia (Lin et al., 2002), doencgas
periodontais (Sima e Glogauer, 2013), aumento da incidéncia e severidade de
caries (Vernillo, 2001), desta forma o DM é provavelmente a doenga metabdlica
que apresenta maiores complicagdes orais (Lopez-Pintor et al., 2016). O método
mais utilizado na cinica para avaliar a disfungcéo salivar € a sialometria. A
hiposalivagao é considerada quando os valores do fluxo salivar ndo estimulado
estdo abaixo de 0.1 mL/min ou 0.7 mL/min sob estimulagao (Borges et al., 2010;
Lopez-Pintor et al., 2016).

Diversos trabalhos descrevem diminuicdo do fluxo salivar em seres
humanos e em ratos diabéticos (Moore et al., 2001; Yeh et al., 2012; Tickotsky e
Ofran, 2018). A diminui¢do do fluxo salivar decorrente do DM pode ser devido
aos danos no parénquima, matriz extracelular e na microcirculacido das
glandulas salivares, além da desidratacédo e a falta de controle glicémico que
podem estar associados na disfungéo salivar (Saleh et al., 2015; Lopez-Pintor et

al.,, 2016). A secregado salivar reduzida € observada frequentemente em
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situacdes de DM descompensado. Além disto, a saliva de individuos diabéticos,
com pobre controle metabdlico apresenta comumente niveis elevados da

concentracao de glicose salivar (Abd-Elraheem et al., 2017).

2.4 SALIVA COMO FLUIDO DIAGNOSTICO

Devido ao recente enorme desenvolvimento tecnoldgico, a capacidade de
utilizar a saliva para monitorar a saude de um paciente apresenta grande
potencial para utilizagcdo na saude publica. Desta forma, nos ultimos anos
ocorreu um grande aumento de estudos focados na capacidade da saliva para
refletir o espectro de estados de saude e doencgas. Ja foi descrito que a saliva
pode refletir niveis teciduais de substancias fisiolégicas e uma grande variedade
de moléculas introduzidas no organismo por dependéncia terapéutica, estados
emocionais, hormonais, imunoldgicos e influéncias metabdlicas e nutricionais
(Bandodkar e Wang, 2014; Saxena et al., 2017).

Considerando que os componentes da saliva podem indicar alteracdes
sistémicas, a saliva pode ser um substituto do sangue em testes laboratoriais
para diagndstico de doencas. Além de contribuir na homeostase da cavidade
oral, as proteinas salivares também apresentam grande potencial para serem
utilizadas como diagndstico e monitoramento de doencas (Rathnayake et al.,
2013). As proteinas podem mover-se a partir da circulagdo sanguinea em
glandulas salivares através de transporte ativo, difusdo passiva ou ultrafiltragao.
Além disso, outro mecanismo de secreg¢ao de proteinas ocorre diretamente pelas
glandulas salivares (Melvin et al., 2005). Independente do mecanismo de
secrecao, estas proteinas podem potencialmente serem utilizadas no
desenvolvimento de novos testes de diagndstico e monitoramento nao-invasivos
para diversas patologias (Rathnayake et al., 2013).

A saliva € um fluido biolégico que pode ser coletado de forma facil, de
forma indolor com desconforto reduzido (ndo-invasiva), de facil manipulagao e
armazenamento, menor risco de contaminagcdo quando comparado ao sangue,
nao necessita de equipamentos e profissionais especializados para a sua coleta,
pode ser coletada com mais frequéncia, além de ser possivel realizar a coleta

em praticamente todos os tipos de doencgas e faixas etarias (Pfaffe et al., 2011).
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A coleta de saliva pode ocorrer de forma nao-estimulada com a coleta de
forma passiva em algum recipiente adequado. Outra alternativa € a coleta por
meio de drenagem da saliva diretamente dos canais de secrecao das glandulas
salivares. Além disso, a coleta salivar também pode ser realizada pelo método
de absorgao com o auxilio de materiais absorventes, o mais comum € o algodao,
ou polietileno (Navazesh, 1993; Yoshizawa et al., 2013; Chojnowska et al., 2017).

Atualmente n&o existe uma modelo ou um critério uniforme estabelecido
para a coleta de saliva, desse modo, o processo de investigagao e pesquisa fica
restrito pois impede a reproducgéo de resultados. Desta forma, algumas variagdes
de resultados sdo encontradas devido a influéncia do método de coleta na
quantificacdo dos componentes presentes na saliva (Yoshizawa et al., 2013;
Chojnowska et al., 2017). Contudo, essa limitacdo é reduzida em comparagéo a
diversas vantagens do uso da saliva como fuido diagndstico para diversas
patologias. O potencial da saliva para diagnostico de diversas doencgas
sistémicas ja foi descrito para cancer de ovario (Lee et al., 2012), cancer de
pulméo (Xiao et al., 2012), cancer de mama (Zhang et al., 2010); refluxo
gastroesofagico (Dy et al., 2016), malaria (Buppan et al., 2010), sindrome de
Sjérgenm (Baldini et al., 2011), diabetes mellitus (Reznick et al., 2006) e entre
outras patologias.

No DM mal controlado esta bem establecido que ocorre diminuigdo do
fluxo salivar, alteracdo na expressao de proteinas salivares e aumento dos niveis
de glicose presentes na saliva (Rao et al., 2009; Bajaj et al., 2012; Sabino-Silva
et al., 2013). A partir desses parametros, evidencia-se a possibilidade de utilizar
componentes salivares para refletir a presencga e a severidade da hiperglicemia
(Reznick et al., 2006; Balaji et al., 2017). A correlacédo da glicemia com a
concentracéo de glicose na saliva ainda ndo esta muito bem estabelicida, por
isso nao é utilizada para verificar o grau de controle metabdlico (Gupta et al.,
2015; Kadashetti et al., 2015; Puttaswamy et al., 2017). Gupta et al. (2015)
observaram que os valores de glicose salivar ndo podem ser considerados como
uma ferramenta de diagndstico para individuos diabéticos, pois apresentaram
uma correlagado de Pearson nao significante com a glicemia. Outra limitagdo da
utilizagcado da glicose salivar para refletir a glicemia, € a potencial presenga de
glicose nos alimentos que pode interagir com tecidos da cavidade oral e desta

forma alterar a concentragao de glicose salivar no momento da coleta. Assim, a
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utilizagcado da saliva como fluido de diagnéstico € um campo emergente para
identificar potenciais componentes para o diagnostico de doencgas sistémicas,
como o DM.

A utilizacdo de componentes salivares como biomarcadores de DM e de
outras patologias, como forma de diagndstico e monitoramento, geralmente
necessita de equipamentos sofisticados, profissionais especializados e maior
tempo de execugdo, pois sao realizados por técnicas de Western blotting e
ensaios imunoenzimaticos (ELISA). Entretanto, o desenvolvimento de
plataformas diagndsticas utilizando analises espectroscopicas pode ser uma
excelente alternativa para o diagndéstico rapido, de baixo custo e ndo invasivo do
DM.

2.5 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA
DE FOURIER (FTIR)

Define-se como espectroscopia o conjunto de técnicas de analise que
utilizam a interacao da radiagao eletromagnética com a matéria com a finalidade
de obter informacdes fisicas e quimicas de determinado material ou amostra
biolégica (Barth, 2007). Quando a luz (ou um féton) interage com uma molécula,
ela pode ser espalhada elasticamente ou inelasticamente. Quando o féton perde
ou ganha uma quantidade de energia relacionada ao espagamento de energia
vibracional na molécula, pode ser detectado por aparelhos espectroscopicos,
incluindo a espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).
Assim, a absorcdo de luz na regido infravermelho do espectro eletromagnético
proporciona um espectro correspondente aos modos vibracionais especificos
que sdo exclusivos de cada estrutura molecular avaliada (Bunaciu et al., 2017).
A vibracdo dos atomos no interior de uma molécula apresenta energia
compativel com a regido do espectro eletromagnético correspondente ao
infravermelho, sendo por isso utilizada em estudos de modos vibracionais de
materiais e amostras biolégicas na espectroscopia de absor¢cdo no
infravermelho, pois cada componente apresenta uma assinatura especifica no

espectro (Severcan et al., 2010).
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Atualmente os espectrofotbmetros de absorcdo no infravermelho
possuem em sua optica o interferbmetro de Michelson, o que permite uma
melhor resolucdo e qualidade do espectro promovendo incremento da razao
sinal/ruido e maior velocidade de varredura e aquisi¢cao dos espectros (Al-Saeed
e Khalil, 2012).

No interferébmetro de Michelson, um beamsplitter divide o feixe de
radiacao infravermelha em dois e direciona parte destes a um espelho fixo e o
outro para um espelho movel. Apds a reflexdo nos espelhos, ambos os feixes
voltam a se combinar e atingem a amostra (Al-Saeed e Khalil, 2009; 2012). A
Figura 2 demonstra um esquema de funcionamento do espectrofotobmetro de
absorcao no infravermelho por transformada de Fourier. A radiacdo emitida por
uma fonte no infravermelho passa por um interferémetro antes de incidir na
amostra. A radiagcdo nao absorvida pela amostra incide em um detector, e é
gerado um interferograma que mostra a intensidade da radiacdo detectada em
funcéo do deslocamento do espelho movel. O processamento de dados usados
no FTIR segue a lei de Bouguer-Beer-Lambert, ou simplesmente lei de Beer,
relacionando a intensidade da banda a sua concentragdo (Khaustova et al.,
2010).
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Figura 2. Esquema de funcionamento de um espectrofotdmetro FTIR (Benetti,
2014).



29

A configuragédo do aparelho para aquisicao dos espectros FTIR pode ser
feita de diferentes maneiras, dentre estas as mais utilizadas sdo a de
transmissao, transflexao e reflexao total atenuada (ATR). As analises espectrais
por reflexdo geralmente sdo mais utilizadas em relagéo as de transmissao, uma
vez que o0s espectros obtidos por transmissdo devem ser corrigidos
computacionalmente devido a ocorréncia de interferéncias fisicas (Chan e
Kazarian, 2013; Beasley et al., 2014). Ao contrario da transmissao e transflexao,
medidas no ATR nao requerem substratos especiais e nenhuma ou pouca
preparagao da amostra, necessitando apenas que o material estudado (sélido
ou liquido) seja colocado em contato direto com o elemento de reflexdo interna,
tornando o processo de analise mais rapido e simples, sendo mais indicado para
processos de diagndsticos de desordens patoldgicas (Tatulian, 2003; Dorling e
Baker, 2013).

A regido do infravermelho médio obtida com a espectroscopia FTIR (400-
4000 cm™) compreende os modos vibracionais associados a importantes
componentes bioquimicos (proteinas, lipideos, acidos nucleicos), que podem ser
utilizados como marcadores na identificacdo de alteracbes metabdlicas
decorrentes de diversas doengas, incluindo o DM (Scott et al., 2010; Bunaciu et
al., 2017).

A capacidade de diagnosticar de forma rapida, nao-invasiva, livre de
reagentes, volume muito reduzida de amostra e com alta especificidade alguma
doenca oferece diversos beneficios no desenvolvimento de estratégias de
intervengdes terapéuticas que possam minimizar as morbidades e reduzuir a
mortalidade, além de diminuir os recursos econdmicos dos sistemas de saude
(Bunaciu et al., 2017). Além disso, dentre as técnicas atualmente estudadas
como possiveis ferramentas de diagndstico, as analises de espectrémetria no
infravermelho com transformada de Fourier é de especial interesse devido a sua
alta sensibilidade na deteccado de alteragdes bioquimicas e moleculares em
amostras bioldgicas (Baker et al., 2014).

A espectroscopia de infravermelho (IR) esta emergindo como uma
poderosa técnica quantitativa e qualitativa para caracterizacdo de compostos
biolégicos podendo ser utilizada como alternativa para diagnéstico (Bellisola e
Sorio, 2012). Considerando que uma molécula é determinada pela sua estrutura
unica, cada biomolécula exibira um espectro ATR-FTIR unico, representando o
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modo vibracional dessa ligag&o estrutural (Severcan et al., 2010; Ojeda e Dittrich,
2012). Os modos de vibracdo IR de amostras biolégicas, como saliva, podem ser
considerados como impressdes bioquimicas que podem se correlacionar com a
presenga ou auséncia de doengas. Além disso, os modos vibracionais IR ainda
fornecem a base para a determinagdo quantitativa de varios analitos que
possuem potencial para diagnéstico (Khaustova et al., 2010; Caetano Junior et
al., 2015).
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar potenciais modos vibracionais salivares analisados por
espectrometria de reflexao total atenuada no infravermelho com transformada de
Fourier (ATR-FTIR) que podem ser utilizados para detectar assinaturas

especificas de diabetes mellitus adequadas para o diagndstico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em animais ndo-diabéticos, diabéticos e diabéticos tratados com insulina:

= Determinar o perfil salivar por espectrometria de reflexao total atenuada
no infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR);

» |dentificar potenciais biomarcadores salivares por espectrometria de
reflexdo total atenuada no infravermelho com transformada de Fourier
(ATR-FTIR);

= Avaliar o potencial diagnostico destes possiveis biomarcadores espectrais
da saliva por meio da Curva ROC (receiver operator characteristic curve);

= Correlacionar os melhores biomarcadores salivares encontrados com a

glicose sanguinea por meio de Correlagao de Pearson.
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Abstract:

Monitoring of blood glucose is an invasive, painful and costly practice in
diabetes. Consequently, the search for a more cost-effective (reagent-free), non-
invasive and specific diabetes diagnostic method is of great interest. Attenuated
total reflectance Fourier transform infrared (ATR-FTIR) spectroscopy has been
used in diagnosis of several diseases, however, applications in endocrine
diseases are just beginning to emerge. Here, we used ATR-FTIR spectroscopy
to evaluate saliva of non-diabetic (ND), diabetic (D) and diabetic 6U-treated of
insulin (D6U) rats to identify potential salivary biomarkers related to diabetes
stage. The spectrum of saliva of ND, D and D6U rats showed thirteen vibrational
modes and from these, four vibrational modes were pre-validated as potential
diagnostic biomarkers by ROC curve with significant correlation with glycemia.
Compared to the ND rats, bands 1377 cm, 1255 cm-', 628 cm™' and 616 cm™? of
D rats demonstrated a sensitivity and specificity of 100% (p<0.001). Moreover,
1255 cm™ and 628 cm' spectral biomarkers proved to be robust with the results
from glycemia highly correlated (R? of 0.84 and 0.8595, respectively). Altogether,
1255 cm ™ and 628 cm' spectral salivary biomarkers may provide a novel robust

alternative for diabetes diagnostics.
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Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder characterized by
hyperglycemia which results from insufficient secretion and/or reduced insulin
action in peripheral tissues '2. According to the International Diabetes Federation
(IDF), there are an estimated 415 million adults with diabetes worldwide, these
include an estimated undiagnosed 193 million (IDF, 2015). Early diagnosis of
diabetes is essential for improved prognosis and to delay clinical complications
related with diabetes. Besides, the early screening of DM could be a paramount
strategy to reduce the incidence of this metabolic disorder worldwide 3. Despite
being invasive and painful, blood analysis per glucometer is currently feasible for
screening, monitoring and diagnosing diabetes by needle finger punctures #°.
The constant need of piercing the fingers several times daily by most patients is
inconvenient, painful, and may lead to the development of finger calluses and
difficulty in obtaining blood samples *.

Saliva may reflect several physiological function of the body &7, In this way,
salivary biomarkers might be an attractive alternative for early detection of
systemic diseases 8. Among the advantages, saliva is simple to collect, non-
invasive, convenient to store and, compared to blood, requires less handling
during diagnostic procedures. Besides, saliva also contains analytes with real-
time diagnostic value 7°. Currently, a broad set of methods used to analyze saliva
includes immunoassay, colorimetric, enzymatic, kinetic, chromatographic and
mass spectrometric analysis '°. Several studies showed higher salivary glucose
levels in DM patients than non-hyperglycemic controls, which suggest that
salivary glucose monitoring might be useful to guide screening for diabetic
patients. However, other studies reject the idea of a direct relationship between
salivary glucose and glycemia %'-13, A main limitation of salivary-based
measurement of glucose for diabetes diagnosis is the presence of glucose in
foods, which can disturb the diagnosis because it induces changes in salivary
glucose concentration. Therefore, other alternatives of salivary diagnosis should
be studied as the FTIR.

Infrared (IR) spectroscopy is emerging as a powerful quantitative and
qualitative technique for diagnostic characterization of biological molecules in
fluids 4. The attenuated total reflection Fourier-transform infrared (ATR-FTIR)
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spectrometry is a global, sensitive and highly reproducible physicochemical
analytical technique that identifies structural molecules on the basis of their IR
absorption’. Considering that a biomolecule is determined by its unique
structure, each biomolecule will exhibit a unique ATR-FTIR spectrum,
representing the vibrational mode of this structural bond %6, The IR vibrational
modes of biological samples, such as saliva, may be considered as biochemical
fingerprints that correlate directly with the presence or absence of diseases, and,
further, provide the basis for the quantitative determination of several analytes of
diagnostic interest 718 The potential of salivary diagnostic for diabetes by IR
spectroscopy was suggested using a complex biochemical profile '°.

In the present study, we tested the hypothesis that specific spectral
salivary biomarkers can be identified in saliva of hyperglycemic diabetic rats, and
the differentially expressed vibrational modes can serve as salivary biomarkers
for diabetes detection. Thus, the aim of our study was to identify unique
vibrational modes, analyzed by ATR-FTIR spectroscopic, of saliva may be used
to detect diabetes signatures that are suitable to diagnosis. For this, the salivary
vibrational modes profile of non-diabetic, diabetic and insulin-treated diabetic rats

was quantitatively evaluated.

Results

Characterization of diabetes mellitus

To confirm the effectiveness of diabetes induction and insulin treatment,
several parameters were assessed in anesthetized animals. Table 1 shows that
diabetes reduce weight gain (p < 0.05), increase water intake (p < 0.05) and food
ingestion (p < 0.05) compared with ND rats. As expected in diabetic condition,
higher plasma glucose (p < 0.05), as well as most pronounced urine volume (p <
0.05), associated with higher urine glucose concentration (p < 0.05), were
observed in D rats compared with ND rats. Insulin treatment contributed to
increase (p < 0.05) weight gain and decrease water intake (p < 0.05) compared
with placebo-treated D rats. As expected, insulin treatment decreased plasma
glucose (p < 0.05), urine volume (p < 0.05) and urine glucose concentration
compared with D rats. Glycemia and urine volume were similar (p > 0.05) in ND
and D6U animals, indicating that insulin treatment completely reverted
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hyperglycemia and higher urine volume described in D rats. The insulin treatment
promoted a strong reduction in the urinary glucose concentration, however, the
urinary glucose concentration was increased (p < 0.05) in D6U compared to ND

animals.

ATR-FTIR spectra of stimulated saliva

The infrared spectrum of whole saliva of ND, D and D6U rats is
represented in Figure 1 with a superposition of several salivary components.
These salivary spectra showed several differences among non-diabetic, diabetic
and insulin-treated diabetic conditions. The salivary vibrational mode at 3284 cm-
'did not change among the groups (Figure 2-A). The salivary vibrational mode at
2959 cm" increased (p < 0.05) in D rats compared with ND rats and decreased
(p < 0.05) in D6U compared to D rats (Figure 2-B). The 1650 cm™' salivary
vibrational mode did not change among ND, D and D6U rats (Figure 2-C), while
salivary vibrational mode at 1556 cm™' (Figure 2-D) increased (p < 0.05) in D
compared with ND rats. This vibrational mode was similar (p > 0.05) in D6U and
ND rats. In addition, 1452 cm-" salivary vibrational mode was similar in ND, D e
D6U rats (Figure 2-E). Moreover, 1377 cm™' salivary vibrational mode decreased
(p < 0.05) in the saliva of D rats compared with ND rats. Besides, this salivary
vibrational mode was increased (p > 0.05) in D6U compared to D rats (Figure 2-
F). Furthermore, the salivary vibrational modes at 1304 cm-' (Figure 2-G) and
1255 cm™ (Figure 2-H) were found only in the saliva of D rats. Both salivary
vibrational modes were increased (p > 0.05) in D animals. The salivary vibrational
mode at 1032 cm-! (Figure 2-1) increased (p < 0.05) in D rats compared to ND,
and insulin treatment was capable to reduce (p < 0.05) this vibrational mode. The
vibrational mode at 837 cm-* (Figure 2-J) decreased (p < 0.05) in D rats compared
to ND; however, no difference was observed in D6U compared to D rats. ATR-
FTIR vibrational modes assignments of saliva are represented in Table 2.

Other salivary vibrational modes at 628 cm-' (Figure 3-A), 616 cm™' (Figure
3-B) and 590 cm™" (Figure 3-C) were found, but these vibrational modes have not
been identified in other scientific studies yet, therefore are unassigned bands.
The salivary vibrational mode at 628 cm' decreased in D rats compared to ND
and increased in D6U compared to D rats. Besides, the vibrational modes at 616
cm-'and 590 cm-' were found only in the saliva of D rats.
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Pre-validation as diagnostic potential by ROC curve and Pearson
correlation

Considering that, sensitivity and specificity are basic characteristics to
determine the accuracy of diagnostic test, ROC analysis were used to ascertain
the potential diagnostic of these vibrational modes (Figure 4). The area under
curve (AUC) of 3284 cm™' salivary vibrational mode was 0.634 (p = 0.368) with a
sensitivity of 42.8% and specificity of 88.8% to a cutoff value of 156.4 (Figure 4-
A). The AUC of 2959 cm™" salivary vibrational mode was 0.841 (p = 0.022) with a
sensitivity of 85.7% and specificity of 77.7% to a cutoff value of 0.345 (Figure 4-
B). On the other hand, AUC of 1650 cm! salivary vibrational mode was 0.523 (p
= 0.873) with a sensitivity of 42.8% and specificity of 88.8% (Figure 4-C) to a
cutoff value of 40.3. The vibrational mode at 1556 cm~' AUC was 0.825 (p =
0.030) with a sensitivity of 85.7% and specificity of 88.8% (Figure 4-D) to a cutoff
value of 5.9. The AUC of salivary at 1452 cm™ was 0.857 (p = 0.017) with a
sensitivity of 85.7% and specificity of 88.8% (Figure 4-E) to a cutoff value of 3.5.
The AUC of 1377 cm™ salivary vibrational mode was 1 (p = 0.0009) with a
sensitivity of 100% and specificity of 100% (Figure 4-F) to a cutoff value of 8. The
AUC of salivary at 1304 cm™" was 0.928 (p = 0.004) with a sensitivity of 85.7%
and specificity of 100% (Figure 4-G) to a cutoff value of 0.17. The AUC of a1255
cm was 1 (p = 0.0009) with a sensitivity of 100% and specificity of 100% (Figure
4-H) and the cutoff value was 0.32. Besides, the AUC of 1032 cm-! salivary
vibrational mode was 0.825 (p = 0.030) with a sensitivity of 85.7% and specificity
of 88.8% (Figure 4-1) to a cutoff value of 1.4. The AUC of 837 cm-'was 0.857 (p
= 0.017) with a sensitivity of 85.7% and specificity of 88.8% (Figure 4-J) to a cutoff
value of 2.9.

The ROC curve was also performed in unassigned bands. The area under
curve of 628 cm-' salivary vibrational mode (Figure 5-A) and 616 cm™' salivary
vibrational mode (Figure 5-B) was 1 (p = 0.0009) with a sensitivity of 100% and
specificity of 100% to a cutoff value of 1.2 and 0.02, respectively. Besides, the
AUC of 590 cm' salivary vibrational mode (Figure 5-C) was 0.857 (p = 0.017)
with a sensitivity of 71.4% and specificity of 100% to a cutoff value of 0.03.

To investigate whether these salivary vibrational modes would be

reflective of glycemia, four salivary vibrational modes were found as the best
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values of sensitivity and specificity from the analysis of ROC curve. Pearson's
correlation between these four salivary vibrational modes areas (1377 cm™', 1255
cm™', 628 cm™! and 616 cm™") with glycemia showed a strong correlation (Figure
6). The salivary vibrational mode at 1377 cm™' observed strong negative
correlation (r = -0.8015; p < 0.0001) (Figure 6-A). The salivary vibrational mode
at 1255 cm™' showed strong positive correlation with blood glucose levels (r =
0.84; p < 0.0001) (Figure 6-B). The two unknown salivary vibrational modes (628
cm ' and 616 cm-1) had also strong negative (r =-0.8595; p <0.0001) and positive
(r=0.7631; p < 0.0001) correlation, respectively (Figure 6-C-D).

Discussion

Herein, we have investigated potential biomarkers in saliva of diabetic rats
using ATR-FTIR technology. Thirteen vibrational modes were detected by ATR-
FTIR and, from these, four vibrational modes were pre-validated as salivary
biomarkers by ROC Curve analysis. The discriminatory power of these four
salivary ATR-FTIR biomarkers candidates for diabetes reached 100% of
specificity and 100% of sensitivity. Besides that, these four salivary vibrational
modes also exhibited significant correlation with glycemia. The 1255 cm™' and
628 cm'salivary spectral biomarkers demonstrated a strong correlation with
glycemia, which suggest potential candidates for detection of diabetes using
saliva.

As expected in diabetic state, plasma glucose, urine volume and urine
glucose concentration are increased in non-treated diabetic rats compared to
non-diabetic rats. In addition, insulin treatment decreased glycemia, urine volume
and urine glucose. These findings are consistent with other studies 2420212223 |t
is known that salivary composition changes in diabetes mellitus 2426, Also,
diabetes mellitus frequently decreases salivary flow, alters the expression of
salivary proteins and increases glucose levels in saliva 242527, From these
parameters, it is possible to use salivary components to reflect the presence and
severity of hyperglycemia 2. Saliva of diabetics with poor metabolic control
shows an increase in salivary glucose concentration 2°. The correlation of
glycemia with glucose concentration in saliva is still not well established, so it is
not used to verify the degree of metabolic control and diagnosis in diabetes
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mellitus 3032, Herein, ATR-FTIR spectroscopy has been used as an alternative
diagnostic method to other chronic disease, since it is a rapid, noninvasive, label-
free, high-throughput, and cost effective analytical method 3334,

The method of analyzing ATR-FTIR spectra of dried saliva samples
described in the present study may be used in rodent and human models.
Spectral parameters, such as shifts in peak positions and changes in vibrational
modes intensity can be used to obtain valuable information about sample
composition, which may have diagnostic potential 6. The salivary pattern of two
vibrational modes representing secondary structure appear to be different
between diabetic and non-diabetic conditions 4%; however, this study does not
show statistics and accuracy of these changes focusing in salivary diagnostic of
diabetes. In the present study, ATR-FTIR analysis in saliva evidenced the
presence of several differences in vibrational modes among hyperglycemic and
normoglycemic conditions. The salivary vibrational modes 1377 cm™' and 1255
cm' are likely to be attributable to the cytosine/guanine and amide
[l/phospholipids, respectively. The salivary vibrational modes at 628 cm™' and
616 cm-! are unassigned bands. These four salivary vibrational modes showed a
100% of sensitivity and 100% of specificity in ROC analysis. ROC curve analysis
is widely considered to be the most objective and statistically valid method for
biomarker performance evaluation 435, Furthermore, a significant correlation
between glycemia and these vibrational modes was observed in saliva of rats.
Clinically, the most interesting comparisons are between salivary vibrational
modes and glycemia. Several levels of glucose concentration should ideally be
possible to differentiate. Regarding the potential for translation to the clinic, our
results suggest that 1255 cm-' and 628 cm-' salivary vibrational modes can be
considered a non-invasive spectral biomarkers of diabetes. These results
indicate that these vibrational modes can be used as a diagnostic platform for
diabetes mellitus. Interestingly, insulin treatment was also able to revert the
salivary spectra observed in hyperglycemic state. Thus, insulin treatment is not a
potential confounding factor that may influence salivary vibrational mode in
comparisons with glycemia. Some studies have indicated specific salivary
biomarkers for diabetes, such as glucose, alpha-amylase, immunoglobulins,

myeloperoxidases 26:36.37 with similar diagnostic potential.
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Although we have shown that ATR-FTIR technology is useful for the
identification of possible biomarkers for diabetes mellitus in the saliva of rats, this
is a first exploratory study using ATR-FTIR technology for this purpose.
Therefore, further studies are needed to validate the suggested biomarkers in
humans and to determine the applicability of this technique for the diagnosis of
diabetes mellitus in human saliva. Also, one limitation of this study is the inclusion
of rats in higher levels of glycemia, which was not intentional but could be
explained by effect of streptozotocin on beta cells.

In conclusion, we showed that ATR-FTIR spectroscopy in saliva samples
to differentiate diabetic from non-diabetic conditions in rats could be continue to
be explored as an additional/alternative method for the detection of diabetes
stage. Our study highlighted four salivary vibrational modes (1377 cm', 1255 cm-
1,628 cm™ and 616 cm™') with high accuracy (AUC:1; sensitivity: 100% and
specificity:100%) to differentiate hyperglycemic from matched normoglycemic
conditions. In addition, the 1255 cm-and 628 cm™ spectral biomarkers
demonstrated a positive correlation with glycemia (R? of 0.84 and 0.8595,
respectively). In summary, these results indicated that ATR-FTIR spectroscopy
may be a reliable tool for the investigation of spectral biomarkers for diabetes in

saliva.

Methods

Animals

This study was carried out in accordance with recommendations in the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the Brazilian Society of
Laboratory Animals Science (SBCAL). All experimental procedures for the
handling, use and euthanasia were approved by the Ethics Committee for Animal
Research of the Federal University of Uberlandia (UFU) (License #CEUA-UFU
No. 013/2016) according to Ethical Principles adopted by the Brazilian College of
Animal Experimentation (COBEA). All effort was taken to minimize the number of
animals used and their discomfort.

Wistar rats (~250g) were obtained from Center for Bioterism and
Experimentation at the Federal University of Uberlandia. The animals were
maintained under standard conditions (22 + 1 °C, 60% + 5% humidity and 12-
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hour light/dark cycles, light on at 7 AM) and were allowed with free access to
standard diet and water at the Institute of Biomedical Sciences rodent housing

facility.

Induction of Diabetes and insulin treatment

Animals were divided in Non-Diabetic (ND, n = 9), Diabetic (D, n =7) and
diabetic treated with 6U insulin (D6U, n = 8). Diabetes was induced in overnight-
fasted animals by an intraperitoneal injection (60 mg/kg) of streptozotocin (STZ)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO. USA) dissolved in 0.1 M citrate buffer (pH 4.5).
Animals with hyperglycemia (>250 mg/dl) were chosen as diabetics. Non-diabetic
animals received injection of NaCl 0.9% in similar volume.

Twenty one days later after induction of diabetes, diabetic rats were
submitted to a 7-day treatment with vehicle (ND and D) or with 6U of insulin (D6U)
per day (2U at 8:30 a.m. and 4U at 5:30 p.m.) subcutaneously %3. Glucose levels
in overnight-fasted were obtained from the tail vein and measured using reactive
strips (Accu-Chek Performa, Roche Diagnostic Systems, Basel, Switzerland) in
the moment of samples collection.

In the last day of treatment, the animals were kept in metabolic cages and
water intake, food intake, urine volume were measured. Urine was collected over
24 h and the glucose concentration in the urine was evaluated using an enzymatic
Kit (Labtest Diagnostica SA, Brazil). Besides that, variation of gain/loss body
weight (A body weight) compared parameters in STZ or vehicle induction with

parameters after insulin or vehicle treatment.

Saliva collection

After 7-days of treatment, the animals were intraperitoneally anaesthetized
with ketamine (100 mg/kg) and xylazine (20 mg/kg). Stimulated saliva was
collected with parasympathetic stimulation through pilocarpine injection (2 mg/kg,
i.p.). Stimulated saliva was collected in pre weighed flasks for 10 min from the
oral cavity 2*. The collected saliva were stored at -80°C for further processing and

analysis.

Chemical profile in stimulated saliva by ATR-FTIR Spectroscopy
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Salivary spectra were recorded in 4000 cm' to 400 cm-" region using ATR-
FTIR spectrophotometer Vertex 70 (Bruker Optics, Reinstetten, Germany) using
a micro-attenuated total reflectance (ATR) component. The crystal material in
ATR unit was a diamond disc as internal-reflection element. The salivary pellicle
penetration depth ranges between 0.1 and 2 ym and depends on the wavelength,
incidence angle of the beam and the refractive index of ATR-crystal material. In
the ATR-crystal the infrared beam is reflected at the interface toward the sample.
Two pl of saliva was directly dried on ATR-crystal for 2 min before salivary spectra
recorded. The air spectra was used as a background in ATR-FTIR analysis.
Sample spectra and background was taken with 4 cm' of resolution and 32 scans

were performed for salivary analysis.

Spectra data evaluation procedures

The spectra data obtained were processed using Opus 6.5 software
(Bruker Optics, Reinstetten, Germany). For the generation of mean spectra and
band areas, the spectra were normalized by vector and baseline corrected to

avoid errors during the sample preparations and spectra analysis.

Statistical analysis

The data were analyzed using the one-way analysis of variance (ANOVA),
followed by Tukey Multiple Comparison as a post-hoc test. For all biomarkers
candidates, we constructed the Receiver Operating Characteristic (ROC) curve
and computed the area under the curve (AUC) value, sensitivity and specificity
by numerical integration of the ROC curve. The correlation between mean values
of blood glucose concentration and potential salivary biomarkers were analyzed
by the Pearson correlation test. The Kolmogorov-Smirnov test was applied to test
the normality of the variables. All analyses were performed using the software
GraphPad Prism (GraphPad Prism version 7.00 for Windows, GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Only values of p < 0.05 were considered
significant and the results were expressed as mean = S.D.
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Table 1. Effect of diabetes and insulin treatment on body weight, water intake,

food intake, glycemia, urine volume and urine glucose concentration.

Parameters ND D D6U
A Body weight (g) 48.4125.1 -2.7+30.1* 39.5+36.3#
Water intake (mL) 39.119.4 166.4+25.8*  58.7+15.7#
Food intake (g) 18.314.0 36.2+12.0* 32.745.4*
Glycemia (mg/dL) 83.2+12.6 497.61£52.0*  81.0154.4#
Urine volume (mL) 22.1+10.3 128.9422.8*  34.6+13.8#
Urine glucose (mg/dL) 24.73120.3  342.8+45.2* 134.9+102.9*#

Values are expressed as mean + S.D. *p < 0. 05 vs ND rats; #p < 0. 05 vs D rats.
Non-Diabetic rats (ND), diabetic rats (D) and diabetic treated with 6U insulin

(DBU).
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Table 2. ATR-FTIR vibrational mode assignments and identification of the

respective component of whole saliva.

Peak frequency Assignments

3284 cm™ Amide A (N-H stretching)

2959 cm™! CHs asymmetric stretching of
lipids

1650 cm™ Amide | (unH)

1556 cm Amide Il (dnH)

1452 cm™ Methylene ben_((ijing of amino
aci

side chains, lipids and proteins

1377 cm Stretching C-N cytosine
and guanine

1304 cm™ Amide IlI

1255 cm™ Amide Ill and phospholipids

1032 cm™! Sugar moieties

837 cm Left-handed helix DNA (Z

form)

628 cm Unassigned bands

616 cm Unassigned bands

590 cm Unassigned bands

Note: Used the following references for vibrational mode assignments 17.18.38-40
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Figure 1. Average ATR-FTIR spectra (3700-400 cm™) in saliva of Non-Diabetic
rats (ND), diabetic rats (D) and diabetic treated with 6U insulin (D6U).
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Figure 2. Band area of the ATR-FTIR (3700-400 cm") spectrum of the whole
saliva of non-diabetic rats (ND), diabetic rats (D) and diabetic treated with 6U
insulin (D6U). 3284 cm-! (A), 2959 cm-! (B), 1650 cm™' (C), 1556 cm™! (D), 1452
cm™ (E), 1377 cm™ (F), 1304 cm™ (G), 1255 cm™" (H), 1032 cm' (1) and 837 cm-

1 (J). Values are expressed as mean + S.D.
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Figure 3. Unassigned bands area of the ATR-FTIR spectrum of the whole saliva
of non-diabetic rats (ND), diabetic rats (D) and diabetic treated with 6U insulin

(D6U). 628 cm™ (A), 616 cm™ (B), 590 cm™! (C). Values are expressed as mean

+ S.D.
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Figure 4. ROC analysis of salivary vibrational modes in diagnosis of diabetes for
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Figure 6. Pearson correlation between glycemia and best vibrational modes
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