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RESUMO GERAL

O Diabetes Mellitus (DM) constitui um dos principais problemas de satde publica mundial. O
tratamento convencional desta enfermidade envolve mudancgas no estilo de vida, incluindo
melhora da alimentacdo e atividade fisica. As fibras sollveis, como os B-glucanos (BG) de
cereais tem sido utilizadas como uma ferramenta estratégica no controle do DM devido aos
seus efeitos hipolipemiantes e hipoglicemiantes. Porém, as BG de leveduras ainda sdo pouco
investigadas. O objetivo deste estudo foi avaliar diferentes doses de BG isolados de
Saccharomyces Cereviseae sobre parametros inflamatorios e metabolicos de ratos Wistar
machos induzidos ao diabetes experimental. Trinta e cinco animais foram induzidos ao
diabetes (injecdo i.p. de estreptozotocina 70 mg/kg) e ap6s constatacdo (48 horas) de glicemia
superior a 250 mg/dL foram divididos aleatoriamente em cinco grupos (n=7). Os animais
receberam diariamente doses de 0 mg/kg (controle negativo), 10 mg/kg, 20 mg/kg ou 40
mg/kg de BG respectivamente por 4 semanas. Um grupo adicional recebeu 1000 mg/kg de
derivado de 6leo de peixe comercial (rico em dmega-3 - controle positivo) pelo mesmo
periodo. O consumo de &gua e ragdo, glicemia, niveis séricos de colesterol total e fracGes,
triacilglicerois (TAG), bem como os niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), fator de necrose tumoral (TNFa), interleucina 1B (IL-1p) e
interleucina 10 (IL-10) foram mensurados. Foi realizada ainda avaliagdo histologica do
figado, péancreas e intestino delgado. Os animais que ingeriram BG apresentaram menor
consumo de ra¢do e agua (p<0,05) em relacdo aos grupos controle (dmega 3 e 0 mg). Houve
reducdo significativa da glicemia e dos niveis séricos de colesterol total, LDL-c e TAG
(p<0,05); sem alteracGes para as concentracdes de HDL-c (p>0,05) em relagcéo ao controle
negativo para as doses acima de 10 mg/kg. Para as enzimas hepaticas, houve reducdo média
de 40% da concentracdo sérica de ALT e de 60% para AST. Os pardmetros metabolicos que
apresentaram alteracdes significativas foram submetidos a modelos de regressao, com ajuste
de segundo grau. A dose ideal estimada pela média de todos estes parametros foi de 30,39
mg/kg/dia. Em relacdo ao perfil imunoldgico, 0 TNF-a reduziu significativamente entre os
grupos em relacdo ao controle (0 mg) (p<0,05), porém, ndo foram encontradas diferengas
estatisticas significativas entre os grupos para IL-1p ¢ IL-10 (p>0,05). N&o foram encontradas
alteracOes histoldgicas em péncreas, figado ou intestino nos grupos estudados. Concluiu-se
que os BGs de levedura reduziram significativamente a glicemia, bem como os niveis séricos
de colesterol total, LDL-c e TAG. Houve efeito hepatoprotetor pela reducdo de ALT e AST e
ocorreu reducdo significativa do fator pro-inflamatério TNF-a..

Palavras-Chave: Fibras dietéticas. Beta-glucanas. Prebioticos. Metabolismo.



GENERAL ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is one of the main problems of global public health. Conventional
treatment of diabetes involves changes in lifestyle, including diet and physical activity.
Soluble fibers, such as B-glucans (BG) have been used in the control of diabetes due to its
hypoglycemic and hypolipidemic effects. The objective of this study was to evaluate different
dosages of BG isolated from Saccharomyces cerevisiae on inflammatory and metabolic
parameters of Wistar rats experimentally induced to diabetes by streptozotocin injection (i. p.
70mg / kg). Animals were considered diabetic when blood glucose levels reached values
above 250 mg / dL. Thirty-five animals were randomly divided into five groups (n = 7) and
received daily doses of 0 mg / kg (negative control), 10 mg / kg, 20 mg / kg or 40 mg / kg BG
per 4 weeks. One group received 1000 mg / kg of commercial fish oil derivative (rich in
omega-3 - positive control) for the same period. The consumption of water and feed, blood
glucose, serum levels of total cholesterol and fractions, triacylglycerols (TAG), as well as
serum levels of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), tumor
necrosis factor (TNFa), interleukin 1B (IL-1B) and interleukin 10 (IL-10) were measured.
Histological evaluation of the liver, pancreas and small intestine was also performed. The
animals that consumed BG presented lower feed and water consumption (p <0.05) in relation
to the control groups (omega 3 and 0 mg). There was a significant reduction of glycemia and
serum levels of total cholesterol, LDL-c and TAG (p <0.05); without changes in HDL-c
concentrations (p> 0.05). Reductions have generally been obtained with the lowest dose of 10
mg / kg. For hepatic enzymes, there was an average reduction of 40% in serum ALT
concentration and 60% in AST. Metabolic parameters that presented significant alterations
were submitted to regression models, with second-degree adjustment. The ideal dose
estimated by the mean of all these parameters was 30.39 mg / kg / day. In relation to the
immunological profile, TNFa significantly reduced between the groups in relation to the
control (0 mg) (p <0.05), but no significant statistical differences were found between the
groups for IL-1p and IL-10 (p > 0.05). No histological changes were found in the pancreas,
liver or intestine in the studied groups. It was concluded that BGs significantly reduced
glycemia, as well as serum levels of total cholesterol, LDL-c, and TAG. There was a
hepatoprotective effect due to the reduction of ALT and AST. There was a significant
reduction of tumor necrosis factor.

Key words: Dietary fibers. Beta-glucans. Prebiotic. Metabolism.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Considera-se o Diabetes Mellitus (DM) um dos principais problemas de satde publica
no mundo e estima-se que 415 milhdes de adultos no mundo sdo portadores da doenca (IDF,
2017a). Individuos diabéticos apresentam diversas anormalidades no metabolismo de
macronutrientes (carboidratos, lipideos e proteinas), resultando em hiperglicemia e
predisposicdo ao desenvolvimento de diversas comorbidades (STEHOUWER, 2018).
Ademais, os diabéticos apresentam um estado de inflamagéo de baixo grau (metainflamacao),
associada a modificagdes da microbiota intestinal, predisposicdo a doencas infecciosas bem
como alteragbes imunologicas (TILG; MOSCHEN, 2014), influenciando negativamente a
homeostase metabdlica (HUANG et al., 2018).

O DM apresenta dois subtipos mais comuns, sendo o tipo 1 em que ocorre reducdo da
capacidade pancreatica em secretar insulina e o tipo 2 associado a obesidade e resisténcia
insulinica. Devido a sua etiologia, o portador do DM tipo 1 frequentemente necessita de
reposi¢cdo com insulina exdgena ao longo de sua vida. Porém, mesmo com a insulinoterapia, 0
controle glicémico é dificil e nem sempre alcancado. Além da insulinoterapia (QUIROS et al.,
2019), mudangas no estilo de vida, incluindo melhora da alimentacéo e atividade fisica sdo de
suma importancia (MOSER et al., 2016; RAVEENDRAN; CHACKO; PAPPACHAN, 2018).

Logo estudos com nutracéuticos e alimentos funcionais tornam-se relevantes na
terapia do DM1. Os pB-glucanos (BGs) tem sido sugeridos como potenciais agentes
coadjuvantes do controle glicémico (ANDRADE et al., 2014; LOBATO et al., 2015; SILVA
et al., 2017), com atividade imunomodulatéria (SILVA et al., 2017), antitumoral (MASUDA
et al., 2015) e hipocolesterolémica (ARAUJO et al., 2017).

A comparacgédo dos efeitos dos BGs com outras terapias complementares no controle
do DM séo importantes, de forma a promover maior efetividade do tratamento com menor
custo, evitando a utilizacdo de varios suplementos nutricionais. Até o0 momento, desconhece-
se a dose 6tima de BG capaz de promover o melhor custo-beneficio na terapia antidiabética.
Assim, o objetivo do presente estudo foi a investigacdo dos efeitos metabolicos e
imunoldgicos de diferentes doses de BG em ratos induzidos ao modelo de diabetes
experimental através da injecdo de estreptozotocina, bem como comparar esses efeitos a

terapia com produto comercial rico em -3 (controle) e estimar a dose 6tima de BG.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia do Diabetes Mellitus

Dados recentes da Federacdo Internacional de Diabetes (IDF, 2017a), estimou que
aproximadamente 415 milhdes de adultos no mundo sdo acometidos pela doenca e que este
namero alcangaré cerca de 642 milhdes até 2040. Ademais, cerca de 80% desses individuos
encontra-se em paises em desenvolvimento. Nesse cendrio, considera-se 0 Diabetes Mellitus
(DM) um dos principais problemas de saude publica mundial, relacionado especialmente ao
envelhecimento populacional, habitos alimentares inadequados, bem como sedentarismo e
obesidade. Estima-se que 49,7% dos portadores do DM ndo foram diagnosticados e que
aproximadamente 5 milhGes de pessoas morreram em consequéncia do DM com idade entre
20 e 99 anos (IDF, 2017a).

No Brasil, aproximadamente 14,3 milhdes de pessoas sdo portadores do DM, com
projecdo estatistica de 23,3 milhdes de pessoas em 2040, além disso, encontra-se entre 0s
quatro paises com maior prevaléncia e incidéncia do DM (IDF, 2017a). A incidéncia do
Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) apresenta acentuada variabilidade entre os paises e ocorre
com maior frequéncia entre criangcas menores de cinco anos com aumento de 3% anualmente
nesse grupo. O Brasil encontra-se na terceira posi¢ao entre 0s paises com a maior incidéncia
de criangas portadoras do DM1 (IDF, 2017a). E também existe uma prevaléncia consideravel
do DM entre indios residentes no estado do Mato Grosso (~28,2%), tornando-se evidente um
maior risco do DM entre os nativos, principalmente entre mulheres (DAL FABBRO et al.,
2014).

O DM tem gerado um gasto estimado em US $ 850 bilhdes no mundo em 2017 (IDF,
2017b) tornando-se uma doenca de grande demanda financeira para os sistemas de saude a
nivel global (CHO et al., 2018). Os efeitos dessa demanda de custos demonstram eventos de
uma rede complexa que submerge todas as limitacGes que envolvem complicagfes cronicas
do DM que iré repercutir por toda vida do individuo refletindo no seu bem-estar fisico e
emocional. Diversos estudos afirmam que as complica¢Oes associadas, reduzem autoestima
aumentando o risco de desenvolvimento de depressao (LLOYD et al., 2015; MC SHARRY et
al., 2015; SEMENKOVICH et al., 2015), entre outras complicac6es fisiopatoldgicas como,
por exemplo, risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares (FERRANTI et al., 2014;
TRUONG; MAAHS; DANIELS, 2012), consequentemente, maiores custos indiretos do DM

(MALTA et al., 2015). Os custos ndo perceptiveis tais como, qualidade do sono, dor,
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ansiedade e perda da qualidade de vida sdo medidas dificeis de serem quantificadas, bem
como seu impacto na vida do individuo (LOU et al., 2015; SUNDBERG; SAND;
FORSANDER, 2015; VANSTONE et al., 2015).

O controle da hiperglicemia reduz o risco de complicacdes, consequentemente 0s
custos ao sistema de salde (FERREIRA et al., 2011). Relata-se que o0 aumento da glicose
sanguinea esta em terceiro lugar como causa de mortalidade no mundo. Além disso, existe
uma caréncia de conscientizacao da populacao e dos profissionais de satde sobre a relevancia
do diagndstico do DM (WHO, 2016). Alguns estudos verificaram a nogdo do conhecimento
sobre 0 DM e suas complicagdes cronicas e foi observado um baixo conhecimento sobre o
tema tanto em portadores quanto de seus familiares (OLIVEIRA; ZANETTI; SANTOS et al.,
2011).

E importante ressaltar a grande relevancia de se realizar estudos epidemioldgicos para
auxiliar na atencdo clinica, fisica, psicolégica e tratamento farmacoldgico (TAO; SHI; ZHAO,
2015). Portanto, torna-se relevante adotar estratégias de prevencdo e/ou auxilio para serem
utilizadas como requisito da atencdo béasica para maior alcance populacional. Entre essas
estratégias, destacam-se estimulo a atividade fisica e modificacbes dos habitos alimentares
(SALCl et al., 2017).

2.2 Classificacao, etiologia e patofisiologia do Diabetes Mellitus

O DM consiste em uma série de alteracbes metabdlicas caracterizadas pelo aumento
da glicose sanguinea, resultante da falha na secrecdo e/ou acdo da insulina (SOUSA et al.,
2014). E relatado que os sinais e sintomas principais s&o: polidpsia, polidria, glicosuria,
polifagia, alteracdes visuais, lesdes de pele, distdrbios renais e cardiacos (SEINO et al., 2010).
Por se tratar de uma doenca crdnica, a mesma predispde 0s pacientes a complica¢bes que irdo
repercutir em longo prazo, tais como: macro e microangiopatias associadas ao sistema
circulatério, bem como retinopatias, neuropatias e nefropatias principalmente
(MALANDRINO et al., 2012).

Os principais tipos do DM sdo: tipo 1 (DM1) e tipo 2 (DM2). O DM1 é caracterizado
pela deficiéncia de insulina em larga escala, ocasionada geralmente por processo autoimune.
Este processo é provocado apdés complexas interacdes entre varios fatores ambientais e
genéticos que resultam em destruicdo das células B pancreaticas, com terapia baseada
principalmente na reposicao de insulina (ADA, 2017). A doenga é caracterizada pela infiltragdo

de macrofagos e células T CD4 +e CD8 +, sendo que através dessa infiltracdo pode ocorrer a
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insulinite e consequente falha na secrecdo de insulina (BENDING; ZACCONE; COOKE,
2012).

A suscetibilidade ao DM1 também esta relacionada a heranca genética e acredita-se
que fatores ambientais também possuem alguma contribuicdo. Essa suscetibilidade €
determinada por genes relacionados ao sistema do antigeno leucocitario humano (HLA) de
classe I, isso ocorre principalmente pela combinagéo de alelos HLA-DQ e HLA-DR. O alelo
HLA-DQB1*0302 tem sido relatado como principal marcador de risco para DM1
(SESTERHEIM; SAITOVITCH; STAUB, 2007). Os alelos polimorficos do complexo HLA
sdo responsaveis por 40-50% do risco genético do desenvolvimento do DM1 (PASCHOU et
al., 2018).

Diversas infec¢es virais estdo envolvidas no desenvolvimento do DM1. As infeccdes
pelo virus Coxsackie em humanos sdo diversas, estudos relatam uma variedade no virus
Coxsackie B1, B3, B4, A4, A5 e A6, cujo mesmo esté relacionado com o desenvolvimento do
DM1 (IMAGAWA et al., 2012). Foi relatado que a infeccdo pelo virus pode desempenhar um
papel fundamental na patogénese do DM1 através da rapida e quase completa destruicdo de
células B pancreaticas (OHARA et al., 2016).

Em 2013 foi descrito na literatura o caso de um japonés de 65 anos com sintomas
clinicos de sede e poliuria, fadiga e febre, posteriormente o paciente foi avaliado através de
testes laboratoriais e revelaram hiperglicemia grave, niveis indetectaveis de peptideo C e
cetoacidose diabética, além disso, o teste sérico de anticorpos confirmou a infeccdo pelo virus
Coxsackie A2 (OHARA et al, 2016), a infeccdo foi considerada envolvida no
desenvolvimento do DM1.

Em relagdo ao DM tipo 2, predomina resisténcia a agdo da insulina. Neste caso,
ocorrem interacfes entre fatores ambientais (principalmente obesidade) e genéticos, com
heranca poligénica ndo totalmente definida. Sendo assim, agentes hipoglicemiantes orais e em
alguns casos até mesmo o uso de insulina tornam-se indicados (MALANDRINO; SMITH,
2011).

Outro tipo da doenga inclui o0 DM gestacional afetando entre 2-5% das gestantes. Esta
condicdo é considerada quando ocorre aumento da glicemia durante o periodo da gestacéo,
isso resulta em aumento dos riscos de complicagbes principalmente para o feto, como por
exemplo, crescimento e ganho de peso excessivo (ASHWAL; HOD, 2015).

E elucidado na literatura a relagdo do DM com as mutacdes monogénicas, mais
conhecida como diabetes juvenil de inicio na maturidade (MODY). Esta relacionada com

genes que codificam o fator nuclear dos hepatécitos (HNF) la e 40, e tem sido associada ao
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comprometimento da secre¢do de insulina tanto para o DM1 e DM2 sugerindo seu
envolvimento na patogénese de ambas as doengas (YAMAGATA, 2014). S&o descritos na
literatura mutacdes MODY que ocorreram em seiS genes pancreaticos (glicoquinase, ou
outros 5 fatores de transcricdo diferentes), que séo eles: MODY1 gene HNF4A (FUJIWARA
et al., 2013), MODY2 gene GCK (PULST et al., 2012), MODY3 gene HNF1A (STANESCU
et al., 2012), MODY 4 gene IPF1 (GRAGNOLI et al., 2005), MODY5 gene HNF1B (KATO
et al., 2018) e MODY6 gene NEUROD1(SAGEN et al., 2005).

Outros tipos especificos do DM séo relatados, sendo eles: defeitos genéticos de células
B pancreaticas (FIRDOUS et al., 2018; LU; LI, 2018), utilizacdo iatrogénica de farmacos
(FATHALLAH et al., 2015), defeitos geneéticos na acdo da insulina (HAGHVIRDIZADEH et
al., 2015), doencas do pancreas exdcrino (BENJAMIN; LAPPIN, 2018; LOMBARDO et al.,
2018), infeccBes virais (ALLEN et al., 2018), entre outras. Estudos também tém demonstrado
a influéncia da mudanga na microbiota intestinal e sua relagdo com o surgimento do DM
(PARK; ZHAO, 2018).

Em relacdo a patofisiologia clinica, o DM trata-se de uma doenca crbnica caracterizada
pela deficiéncia total ou parcial da producdo de insulina e/ou por resisténcia a acdo da mesma.
Individuos diabéticos apresentam diversas anormalidades no metabolismo de macronutrientes
(carboidratos, lipideos e proteinas), resultando em hiperglicemia e predisposicdo ao
desenvolvimento de diversas comorbidades, tais como: aterosclerose, hipertensdo arterial,
dislipidemias, insuficiéncia renal, entre outras (ALVES et al., 2007). Os principais sinais e
sintomas relatados no DM sdo: polidpsia, poliuria, glicosuria, polifagia, alteracdes visuais, lesdes
de pele, distarbios renais e cardiacos (SEINO et al., 2010).

O glucagon foi reconhecido como um dos principais fatores relacionados a fisiopatologia
do DML1, pois o portador do diabetes apresenta um aumento de hormonios contra regulatérios (LI
et al., 2018), logo sintomas clinicos como fraqueza e o emagrecimento serdo observados, que
pode concomitantemente levar a cetoacidose metabdlica, consequentemente ao coma e morte
(WOJCIK et al., 2015).

Atualmente, os pardmetros metabdlicos mais comuns para o diagnostico do DM séo:
glicemia de jejum acima de 126 mg/dL, nivel de glicemia aleatoria acima de 200 mg/dL, nivel
de glicemia ap6s o teste oral de tolerancia a glicose (TTOG) acima de 200 mg/dL e
hemoglobina glicada superior a 6,5% (IDF, 2017b). Em relagdo as complicagdes renais
ocasionadas pelo DM, estima-se que 10-20% dos portadores serdo acometidos pela nefropatia
diabética (FORSBLOM; HARJUTSALO; GROOP, 2014; LIM, 2014). Logo a avaliacdo da

microalbumindria € considerada relevante para acompanhamento da funcdo renal e como
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marcador da nefropatia (LAMPROPOULOU et al., 2014). Também tem sido associada ao
risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares nos portadores do DM (ONO et al.,
2014).

2.3 Diabetes Mellitus e complicacdes associadas

A relacdo entre o DM e alteracbes vasculares esta bem elucidada na literatura,
principalmente em relacdo a formacdo de placas de ateroma, rigidez arterial, oxidacdo e
geracdo de radicais livres e produtos de aglicacdo avancados (AGEs). Mediante o risco
aumentado de complicacdes cardiovasculares no DM, alguns fatores modificaveis devem ser
considerados sendo eles: controle da glicemia (CASANOVA et al., 2017), diminuicdo da
pressdo arterial (SCHEEN; PHILIPS; KRZESINSKI, 2012) e controle das dislipidemias
(HALCOX; MISRA, 2015). Esses fatores modificaveis quando controlados contribuem
expressivamente para a diminuicdo das complicagdes incluindo doenca renal, cegueira,
neuropatia e doenca cardiovascular (FLEISCHER et al., 2014; MOTATAIANU et al., 2013).

A dislipidemia caracterizada por anormalidades cinéticas e qualitativas das
lipoproteinas plasmaticas comumente acometida em portadores do DM tipo 1 e 2 contribuem
para 0 aumento do risco de doencas cardiovasculares (ATHYROS et al., 2018). Acredita-se
que o risco de doenca cardiovascular no diabetes seja aumentado em 2 a 10 vezes quando
comparado a populacdo geral (HARTZ; DE FERRANTI; GIDDING, 2018). Grande parte
desse aumento de risco esta relacionada ao desenvolvimento de um perfil lipidico aterogénico,
no qual a hipertrigliceridemia € um componente essencial (HARTZ; DE FERRANTI;
GIDDING, 2018), logo se recomenda que a lipoproteina de baixa densidade (LDLc) esteja
dentro de parametros bioquimicos da normalidade, minimizando o risco de aterogénese
(PURI et al., 2016).

Em relacdo as variagdes glicémicas ocorridas no inicio do diabetes estdo sendo
estudadas para melhor compreensdo das alteragdes microvasculares na cegueira precoce do
DM (YIP et al., 2016) e risco elevado de mortalidade por doencas cardiovasculares
(OLAMOYEGUN et al., 2016; STRAIN; PALDANIUS, 2018). A hiperglicemia e outros
fatores ambientais podem contribuir para o aparecimento das doencas cardiovasculares
(TSCHIEDEL, 2014).

A glicose sanguinea aumentada tem sido associada como um determinante da rigidez e
espessura das artérias, e quando essa alteracéo se torna crénica esta associada ao acumulo de

produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) que predispdem a arteriosclerose (RUBIN et al.,
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2012). Além disso, tem sido sugerido que o dano macrovascular em pacientes diabéticos esta
relacionado ao estresse oxidativo, onde espécies reativas de oxigénio (ROS) podem ativar a
formacéo ndo enzimatica de AGEs contribuindo para o dano na parede endotelial (STIRBAN;
GAWLOWSKI; RODEN, 2014). Encontra-se elucidado na literatura a contribuicdo dos
AGEs nas complicagdes do diabetes. Os principais danos estdo relacionados com a
capacidade de alteracdo quimica molecar de varias estruturas ocasionado pelo aumento do
estresse oxidativo, consequentemente geracdo de radicais livres. Também relata-se diversas
interacdes com diferentes receptores celulares e/ou ligagbes cruzadas com proteinas,
concomitante ao aumento de mediadores inflamatdrios (VLASSARA; URIBARRI, 2014;
ZINMAN et al., 2017).

Sabe-se que o risco de ulceracdo e amputacao entre pacientes diabéticos aumenta de
duas a quatro vezes com a progressdo da idade e duracdo do diabetes, independentemente do
tipo de diabetes (BOULTON et al., 2005). A presenca de neuropatia periférica é considerada
o fator de risco mais significativo para todos os tipos de complicagdes do pé diabético (AL-
RUBEAAN et al., 2015). Em estudos recentes, foi relatado que a troca fenotipica de
macrofagos durante a cicatrizacdo de feridas cutaneas foi associada ao receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma (PPAR vy) e concluiram que sua atividade foi prejudicada
devido ao aumento de interleucina 1B (IL-1B) em feridas de ratos e humanos portadores do
DM, prolongando a inflamacéo e retardo da cicatrizacdo (BONIAKOWSKI et al., 2017;
MIRZA et al., 2015).

O papel da inflamagédo na patogénese do DM ¢é crucial e ndo deve ser negligenciado
(AKASH; REHMAN; CHEN, 2013a). O estado inflamatorio crénico tem evidenciado varios
marcadores pré-inflamatorios, tais como IL-1p, interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral
(TNF-a), proteina C reativa (PCR) que estdo ligados indiretamente ou diretamente ao DM2
através da resisténcia insulinica (AKASH; REHMAN; CHEN, 2013b). A exposi¢do crbnica
de mediadores pré-inflamatorios estimula a ativacdo de proteinas sinalizadoras de citocinas
que, contribuem para o bloqueio na ativacdo de receptores de sinalizagdo de insulina em
células B de ilhotas pancreaticas (FEVE; BASTARD, 2009). Niveis aumentados de glicose no
sangue estimula a liberacdo de IL-1pB através da ativacdo do fator nuclear kappa-B (NF-kB),
uma vez ativada estimula a producdo de varias quimiocinas e macrofagos que induz a fibrose
e apoptose de células B pancreaticas, prejudicando a secrecdo de insulina (DONATH et al.,
2009).

Em um estudo realizado por Akbari e colaboradores (2018) recentemente, relatou-se a

relacdo patogénica dos distirbios auto imunes das células T CD4 + denominadas células T
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helper (Th22) no DM1 e concluiram que nivel sérico de TNF-a encontra-se elevado e
interleucina-10 (IL-10) e fator de crescimento transformante-p (TGF-B) encontram-se
reduzidos. Estes fatores demonstraram uma correlacdo significativa na contribuicdo de
complicacdes diabéticas vasculares, incluindo risco aumentado de desenvolvimento de
aterosclerose e nefropatia (AKBARI et al., 2018). Além disso, um estudo feito na populagéo
chinesa associou que o polimorfismo do gene da IL-10 aumentou o risco de desenvolvimento
do DM (BAI et al., 2014), sendo assim, o papel anti-inflamatério da IL-10 no DM é de grande
relevancia. Alguns estudos sugerem que a IL-10 atua como um biomarcador de distdrbios
metabolicos (ACUNER-OZBABACAN et al., 2014; KULSHRESTHA et al., 2018).

2.4 Fibras soltveis com énfase nos B-glucanos e efeitos promissores

De acordo com a Comissdo Codex Alimentarius (2010) as fibras sdo polimeros de
carboidratos ndo digeriveis pelas enzimas presente no intestino delgado e que podem
pertencer a trés categorias distintas. Sdo amplamente relatados na literatura dois tipos
principais de fibras que possuem efeitos funcionais: sollveis e insoluveis.

Os principais efeitos atribuidos na saide humana e animal das fibras insoltveis s&o:
aumento da peristalse intestinal (SACRANIE et al.,, 2012), aumento do volume fecal
(ANDERSON et al., 2009) e diminuig&o do risco de cancer do reto (NAVARRO et al., 2016;
SONG et al., 2015) e inflamac6es intestinais (ALDOORI et al., 1998). Alguns exemplos da
mesma incluem celulose, hemicelulose e lignina que sdo amplamente estudadas (CARRIER et
al., 2017; JIN et al., 2017; MOHTAR et al., 2017).

Em relacdo as fibras solGveis, inmeros os beneficios sdo relatados, entre eles:
formacdo de camada gelatinosa (SILVA et al., 2017; SILVA et al., 2015), atraso na absor¢édo
de nutrientes (ANDRADE et al., 2016), favoravel indice glicémico (ABUTAIR; NASER,;
HAMED, 2016), aumento da frequéncia de defecacdo (FATHALLAH; BOUCHARD; DE
PARADES, 2017), estrutura quimica passivel de fermentabilidade pelos microrganismos
presentes na microbiota (COSTABILE et al., 2016, 2017; SANDERS et al., 2014). Alguns
exemplos das mesmas incluem pectina, inulina, frutooligossacarideos, amido resistente, [-
glucano entre outros (KORCZAK et al., 2017).

Entre as fibras soluveis, destacam-se os BGs com efeitos promissores no DM. O BG é
considerado um polissacarideo com ligagdes do tipo -1,3 / B-1,4, podendo ser encontrado em
plantas cujo tipo de ligacdo molecular reflete em sua capacidade de adsorcdo de agua (MIRA;
GRAF; CANDIDO, 2009). As ligagdes do tipo B-1,3 / p-1,6 sdo encontradas em fungos,
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possuindo maior efeito imunomodulador, antitumoral e antimicrobiana (CAMILLI,
TABOURET; QUINTIN, 2018; TALBOTT et al., 2013; VETVICKA, 2011).

Silva et al. (2017) realizaram uma revisdo e concluiram através de seu estudo, que BG
de levedura esta associado a resposta imune, ja os BGs encontrados em estruturas de plantas e
bactérias concedem melhor potencial metabdlico. Porém, por se tratar de polimero
caracterizado como fibra, os BGs de leveduras também apresentam efeitos favoraveis sobre o
controle glicémico (ANDRADE et al., 2014; LOBATO et al., 2015; SILVA et al., 2017,
TESSARI; LANTE, 2017), bem como na diminuicéo da resisténcia a insulina (TOSH, 2013).

Em estudo realizado por Andrade e colaboradores (2014) foram encontradas
evidéncias que a associacdo do BG de levedura e exercicio fisico reduziu a predisposi¢cdo a
aterosclerose, além de melhorar os niveis de lipoproteinas circulantes (reducdo de colesterol
total e LDL-c e aumento de HDL-c) através da diminuicdo da absorcdo de lipideos no
intestino. Assim como outros polissacarideos e fibras alimentares, o0 BG tem a capacidade de
melhorar a viscosidade intestinal pela formacéo de um gel e reduzir a absor¢do de nutrientes,
podendo ser potencial fonte de fermentacdo pelos microrganismos presentes na microbiota
intestinal (DHINGRA et al., 2012). Essa fermentacdo se da pela fonte Unica de carbono,
caracteristica das ligacdes beta-glicosidicas de compostos de monémero D-glicose presentes
em cadeias lineares estimulando diferentes tipos de bactérias capazes de modular a microbiota
intestinal (CARLSON et al., 2017).

Sendo os BG classificados como agentes prebidticos, seu mecanismo de acdo
provavelmente é mediado por produtos de fermentacdo de bactérias do intestino produzindo
acidos graxos de cadeia curta que exercem efeitos beneficios na reducdo do pH intestinal
(REBELLO et al., 2015). Posteriormente s&o absorvidos atraves dos colondcitos entrando na
corrente sanguinea para auxiliar na diminuicdo da sintese de colesterol, sendo que esse
mecanismo ainda nao foi bem elucidado (ZHAO et al., 2017).

E sabido que os BGs auxiliam nos mecanismos de defesa do organismo (KIM et al.,
2006). Tais prebioticos como 0 BG podem auxiliar na reducéo da producdo de IL-1 B, IL-12,
TNF-0, ¢ TGF-B1, e elevar a IL-10 (ASARAT et al., 2015; COLLINS; REID, 2016). Os
mecanismos da resposta imunoldgica relacionado aos BGs inclui ativacdo de macrofagos e
neutrofilos (LEE et al., 2001), bem como de células natural killers (NK) (XIAO;
TRINCADO; MURTAUGH, 2004). A agdo imunomodulatoria dos BGs ainda ndo foi
totalmente elucidada, mas o tipo de ligacdo intermolecular, peso molecular e solubilidade em
agua podem estar relacionados a resposta imune (FREIMUND et al., 2003), sendo utilizados
inclusive como adjuvantes em vacinas (CORDEIRO; ALONSO; DE LA FUENTE, 2015).
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Evidéncias cientificas consolidam que a ingestdo de fibras solGveis diminui o indice
glicémico, retardando a absorcdo de glicose e esvaziamento gastrico (RENDELL, 2000).
Sendo assim, pode ser usado no paciente diabético para auxiliar no indice glicémico. O B-
glucano, aumenta a viscosidade do bolo alimentar, consequentemente diminui fisicamente a
interacdo de enzimas digestivas com seu substrato retardando a absorcdo dos nutrientes
limitando o aumento da glicemia pos-prandial (BJORCK; ELMSTAHL, 2003; CASIRAGHI
et al., 2006; POPPITT et al., 2007).

Fibras dietéticas, como BG, sdo eficientes no controle metabolico e imunolégico. Tais
efeitos sdo provenientes de sua atuacdo sobre a mucosa intestinal, melhorando a integridade
da camada epitelial, reduzindo a absor¢do de carboidratos e lipideos e aumentando a absor¢ao
de minerais, bem como diminuindo a colonizagdo por microrganismos patogénicos
(VERSPREET et al., 2016). E como a barreira intestinal funciona como um dos principais
mecanismos de defesa do corpo e também ¢é responsavel pela producdo de sinais
imunorregulatérios, logo a ingestdo regular de fibras, como BG, pode gerar indmeros
beneficios para a satde (SHAN et al., 2013; VERSPREET et al., 2016).

Em estudo prévio realizado por nosso grupo, observou-se que a altura de vilosidade e
a relacédo vilosidade:cripta avaliadas na mucosa intestinal de ratos foi aumentada em animais
diabéticos quando comparados aos nao diabéticos (SILVA et al., 2017). Essa relacdo indica a
capacidade da mucosa intestinal de absorver nutrientes, e assim quanto maior a relacdo
vilosidade:cripta, maior sera a absorcdo de nutrientes (ADIBMORADI et al., 2006; YANG et
al., 2009). Em individuos diabéticos, o uso de glicose é reduzido pelos tecidos devido a
resisténcia ou deficiéncia de insulina e o intestino tende a aumentar a absor¢do de nutrientes
piorando consideravelmente o quadro hiperglicémico (DOMENECH et al., 2011;
SUKHOTNIK et al., 2011).

Embora os BGs ndo exercam acdo direta sobre a morfologia intestinal, eles podem
causar modificacBGes benéficas na microbiota. As fibras solUveis favorecem especialmente as
coldnias de bactérias benéficas. Através da fermentacdo por microrganismos intestinais, essas
fibras produzem 4&cidos graxos de cadeia curta (AGCCs). Os AGCCs produzem
imunoglobulina A e citocinas imunossupressoras que atuam sistemicamente, desempenhando
um papel anti-inflamatorio (TAN et al., 2014; VERSPREET et al., 2016).

O desequilibrio na microbiota causado pela ingestdo deficiente de fibras pode
aumentar a incidéncia de doencgas inflamatorias, inclusive o DM. Nesse contexto, estudos
mostram que pacientes com DM apresentam um menor nimero de bactérias envolvidas na
producédo de AGCCs (AW; FUKUDA, 2018). Esses AGCCs estdo associados a uma reducao
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na producdo de peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP-1), que, por sua vez, diminui a
secrecdo de glucagon e melhora a sensibilidade a insulina (AW; FUKUDA, 2018;
MIKKELSEN et al., 2015), no entanto, estudos com possiveis efeitos beneficios no DM1

ainda sdo escassos.

2.5 Omega - 3

Os acidos graxos 6megas sdo divididos em: ®-6 (a-linoléico), ®-9 (acido oléico) e ®-3
(&cido a-linolénico), sendo que o 6mega 3 apresenta maior cadeia carbonica (RATNAYAKE;
GALLI, 2009). Caracterizado como acido graxo essencial, ou seja, que nao pode ser
sintetizado de forma enddgena pelo organismo de mamiferos, este precisa ser adquirido pela
dieta (MARTINS et al., 2018). O ®-3 é encontrado em OGleos vegetais como o0 acido o-
linolénico (ALA) ou no 6leo de peixe como o acido eicosapentanoico (EPA) e é&cido
docosahexaenoico (DHA) (TURCHINI; TORSTENSEN; NG, 2009).

Estudos realizados em humanos e animais demonstraram ainda que 0 ®-3 possui a¢ao
hipolipidémica, além de auxiliar na modulacdo da resisténcia insulinica (LONDERO et al.,
2013). A suplementacdo na dieta com o dmega 3 reduziu os niveis de triacilglicerois (WEITZ
et al., 2010), e acidos graxos livres no plasma (DE ASSIS et al., 2012). Os beneficios do ®-3
estdo relacionados a reducdo dos fatores de risco para doencas cardiovasculares devido seu
efeito lipolitico, além de modular o processo inflamatorio através da reducdo do risco de
aterosclerose (BRIGGS; PETERSEN; KRIS-ETHERTON, 2017). A suplementacdo de ®-3
aumentou também os niveis de adiponectina (BAHREINI et al., 2018) e reduziu o fator de
necrose tumoral o (TNF-a) (BECIC; STUDENIK, 2018) em individuos com DM.

O consumo de ®-3 auxilia na fluidez de membrana através do aumento de acido
araquidénico (AA) nos fosfolipidios de membrana, consequentemente aumenta a producao de
prostaglandina E2 (PGE2) e leucotrieno através das vias da ciclooxigenase (COX) e
lipoxigenase (LOX) (GAROFOLO; PETRILLI, 2006). A formagdo de mediadores
inflamatdrios a partir de LOX e COX é reduzida em quantidades significativa de EPA,
favorecendo a sintese de prostanoides e leucotrienos, que possuem menor efeito inflamatério
(REDDY et al., 2015). A PGE2 possui potencial efeito pro-inflamatorio, porém em um perfil
anti-inflamatorio a PGE2 auxilia na inibicdo do fator de necrose tumoral (TNF-o) e
interleucina-1 (IL-1) (PILKINGTON et al., 2014). O EPA e DHA tém sido correlacionados a
diminuicdo da producdo de eicosanoides sintetizados pelo AA (MATTOS; ANDRADE,
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2006), e existem relatos na literatura sobre a modulacdo na expressdo de genes anti-
inflamatorio (VORS et al., 2017).

EPA e DHA também séo precursores de outros inibidores da COX-2, as resolvinas E e
D, respectivamente, e 0 DHA origina maresinas e protectinas. Esses mediadores atenuam a
resposta inflamatoria e induzem um retorno a homeostase (SERHAN; PETASIS, 2011;
WEYLANDT et al., 2012). Portanto, considerando que a inflamacéo subclinica esta na base
de muitas doencas cronicas, incluindo o DM, a suplementacdo com dmega 3 pode representa

uma alternativa a fim de auxiliar na modulacédo dos distarbios metabdlicos e inflamatorios.

3 CONSIDERACOES FINAIS

O diabetes apresenta alta prevaléncia e medidas terapéuticas complementares para
prevencdo e/ou tratamento sdo de interesse da saude publica. A utilizagdo de alimentos
funcionais capazes de modularem a resposta imune e ainda promoverem efeitos positivos
sobre o metabolismo mostrou-se promissora pela analise da literatura especialmente devido ao

seu baixo custo, baixa toxicidade e facilidade de utilizacao.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes doses de BG isolados de
Saccharomyces cereviseae sobre pardmetros inflamatorios e metabdlicos de ratos Wistar
induzidos ao diabetes experimental por estreptozotocina (i. p. 70 mg/kg). Trinta e cinco
animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos que receberam diariamente: 0 mg/kg
(controle negativo), 10 mg/kg, 20 mg/kg ou 40 mg/kg de BG respectivamente por 4 semanas.
Um grupo adicional recebeu 1000 mg/kg de derivado de 6leo de peixe (rico em Omega-3 -
controle positivo) pelo mesmo periodo. Os animais que ingeriram BG apresentaram menor
consumo de racéo e de agua (p<0,05) em relacdo ao grupo controle negativo. Houve reducéo
significativa da glicemia e dos niveis séricos de colesterol total, LDL-c e TAG (p<0,05); sem
alteracOes para as concentragdes de HDL-c (p>0,05). Essas redugdes ja foram obtidas em
geral com a menor dose de 10 mg/kg. Em média, para as enzimas hepaticas houve reducdo de
40% da concentracdo sérica de ALT e de 60% para AST. Os parametros metabodlicos que
apresentaram alteracdes significativas pelo consumo de BG foram submetidos a modelos de
regressdo, com ajuste de segundo grau. A dose ideal estimada pela média de todos estes
parametros foi de 30,39 mg/kg/dia. Em relagdo ao perfil imunologico, o TNFa reduziu
significativamente entre os grupos em relacéo ao controle (0 mg) (p<0,05), porém, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas significativas entre os grupos para IL-1p e IL-10 (p>0,05).
N&o foram encontradas alteracfes histoldgicas em pancreas, figado ou intestino nos grupos
estudados. Concluiu-se que os BGs reduziram significativamente a glicemia, bem como os
niveis séricos de colesterol total, LDL-c e TAG. Houve efeito hepatoprotetor pela reducéo de

ALT e AST. Ocorreu reducéo significativa do fator de necrose tumoral o (TNF- o).

Palavras-Chave: Fibras dietéticas. Beta-glucanas. Prebioticos. Metabolismo.
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INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenga cronica caracterizada pela destruicdo
autoimune ou idiopética de células pancreéaticas [1] e/ou resisténcia a a¢do da insulina [2].
Individuos diabéticos apresentam diversas anormalidades no metabolismo de macronutrientes
(carboidratos, lipideos e proteinas) [3], resultando em hiperglicemia e predisposicdo ao
desenvolvimento de diversas comorbidades, como por exemplo, aterosclerose, hipertenséo
arterial, acidente vascular encefalico e infarto agudo do miocéardio [4,5]. Essas complicacGes
associadas comprometem a qualidade de vida dos afetados, repercutindo em sua capacidade
emocional, fisica e social [6-8]. Adicionalmente, trata-se de uma doenca de grande demanda
financeira para os sistemas de satde em todo o mundo [9].

O tratamento convencional do DM envolve mudancas do estilo de vida com énfase na
educacdo alimentar e nutricional e na pratica regular de atividade fisica [10], além de
farmacos orais [11] e/ou insulinoterapia [12,13]. As variacdes da glicemia representam um
grande desafio para os portadores do DM, especialmente os do tipo 1[14] Porém, alimentos
funcionais e nutracéuticos tem sido investigados como auxiliares no controle desta
enfermidade [15]. As fibras soluveis, dentre elas o B-glucano (BG) tem recebido atencéo
devido aos seus efeitos hipoglicemiantes [16-18] e hipocolesterolémicos [19,20], com
consequente reducdo da resisténcia insulinica [21], hepatoprotecdo [16] e imunoestimulacédo
[22].

As fibras sollveis tém auxiliado na diminuicdo das comorbidades do DM [23] por
formarem uma barreira intestinal protetora, retardando a absorcdo de lipideos e colesterol
livre [24]. Essa barreira funciona como um dos principais mecanismos de defesa do corpo e
também € responsavel pela producdo de sinais imunorregulatérios [25]. Logo, a ingestdo
regular de fibras, gera inimeros beneficios para a satde [25,26]. Porém, a maior eficacia dos
BG esta condicionada ao tempo de consumo e a dose ingerida [27]. Sendo assim, estudos que
investiguem a dose ideal de consumo sdo de interesse da saude publica, de forma a produzir
dados do melhor custo-beneficio, possibilitando a inclusdo das fibras na rotina dos pacientes
[28], com menor risco de toxicidade [29] e menores custos.

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da ingestdo de diferentes doses
de BG isolados de Saccharomyces Cereviseae sobre o perfil metabdlico e inflamatério de

ratos com DM induzido por estreptozotocina.
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MATERIAIS E METODOS

Apreciacao ética

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Lavras (UFLA, MG, Brasil) sob o protocolo nimero 082/17 de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal (CEUA/UFLA). O ensaio in vivo

foi conduzido no Biotério Central da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Animais

Um total de 35 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus)
adquiridos através do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). Os animais apresentavam 11 semanas de vida, com peso aproximado de 286,6 (+
21) gramas. Estes foram submetidos ao periodo de quarentena (38 dias) e aclimatacdo durante
7 dias. Posteriormente, os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos
(N=7/grupo) e mantidos em caixas coletivas (no maximo quatro animais). Os animais foram
tratados em sala climatizada, com temperatura constante de 23 + 2 °C e ciclos claro-escuro de
12/12 h. Racgdo comercial e dgua foram fornecidas ad libitum durante todo o experimento.

Inducéo do Diabetes experimental

A inducdo do DM ocorreu através da administracdo intraperitoneal de 70 mg/kg de
estreptozotocina (STZA) (Sigma, ST. Louis, MO, EUA) dissolvida em tampéo citrato (pH
4,5) gelado (4°C) [30,31]. A inducdo ocorreu ao final da tarde e apds 48 horas os animais
foram submetidos a jejum de oito horas. Posteriormente, mensurou-se a glicemia através da
incisdo da ponta da cauda com anestesia previa de 1 mg/kg de pomada lidocaina, utilizando
aparelho Accu-Check Active (©2016 Roche Diabetes Care, lote 06061982, Alemanha). Foram

considerados diabéticos os animais com glicemia acima de 250 mg/dL [32].
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Administracéo via oral do g-glucano

As doses foram administradas através de gavagem, diluidas em 0,3 ml de solucédo
salina diariamente (Tabela 1). O BG utilizado foi obtido através do extrato da parede celular
de Saccharomyces cerevisiae. Composi¢do: B-glucano — Minimo 60.0%; Proteina crua —
Maximo. 8.0%; pH (solugdo 2%) 4.0-7.0; Cinzas — Max. 10.0g/100g.

Administracao via oral de dmega-3

As cépsulas foram adquiridas comercialmente, rompidas e posteriormente vertidas em
vidro ambar diariamente. A dose foi ofertada conforme Tabela 1 também por via oral
(gavagem). Conforme os dados informados pelo fabricante, o 6leo derivado de peixe utilizado
possuia a seguinte composicdo de 4&cido eicosapentanoico (EPA) 0,589 e 4cido

docosahexanoico (DHA) 0,37 g para cada 3 gramas do produto.

Coleta de material para analises

O periodo experimental foi de 28 dias. Posteriormente, 0s animais foram submetidos a
jejum de 8 horas e foram eutanasiados com anestesia prévia contendo 50 mg/ kg de tiopental
sodico i.p.. A eutanasia ocorreu atraves de exsanguinacgao por punc¢do cardiaca ap0s anestesia
para garantir auséncia de dor ou sofrimento pelo animal. As amostras de sangue foram
coletadas em tubos siliconizados estéreis (Vacuette®, Centerlab, Belo Horizonte, MG,
Brazil), contendo ativador de coagulo (particulas de silica micronizada) e para coleta do
plasma utilizou-se anticoagulante EDTA a 4%. Posteriormente, os tubos foram centrifugados
a 4000 rpm durante 20 minutos. O contetdo liquido foi vertido em tubos eppendorf de 2 mL e

armazenados em ultrafreezer a — 80°C até o momento das anélises.

Anélise histopatoldgica de figado, intestino delgado e pancreas

Figado, intestino delgado e pancreas foram coletados e mantidos em solucdo de
formalina 10% por 48 horas. Apos esse periodo, as amostras foram acondicionadas em etanol
a 70%. Os fragmentos foram processados no Histotécnico OMA, modelo DM-70/12D (OMA,
Sédo Paulo, SP, Brazil) e incluidos em parafina para posterior corte em micrétomo rotativo. Os

cortes foram realizados em quatro micrémetros de espessura. Posteriormente, foram corados com
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hematoxilina e eosina para analise dos aspectos morfolégicos em microscopia de luz. As laminas
histologicas foram avaliadas por patologista veterindrio experiente cego aos tratamentos. A
andlise histopatologica do péancreas foi realizada de acordo com a quantidade de células
presentes nas ilhotas de Langerhans e estas foram classificadas conforme o seguinte escore:
(-) normal (nimero de células das ilhotas superior a 30), (+) les@o leve (numero de células das
ilhotas entre 20-30); (++) lesdo moderada (nimero de células das ilhotas entre 10-20), (+++)
lesdo grave (numero de células das ilhotas inferior a 10) [33]. A andlise histopatologica do
figado e intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) foi realizada para identificar ocorréncia de
lesdo ou qualquer outro tipo de alteragcdo microscopica. As imagens histoldgicas foram obtidas
através da camera SC30 CMOS Color Camera for Light Microscopy (Olympus Optical do Brasil
Ltda, Sdo Paulo, SP, Brazil) acoplada ao microscopio binocular Olympus CX31 (Olympus
Optical do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brazil).

Analises de parametros metabolicos e imunologicos

A determinacdo das concentracdes soroldgicas de triacilglicerois (TAG), colesterol
total (CT) e HDL-c foram obtidas através de ensaio colorimetrico conforme a indicacdo do
fabricante (Lab Test®, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). Os niveis de LDLc foram obtidos
através da equacdo de Friedewald [34] em que: LDLc= CT-HDLc-TAG/5. Para a analise
foram pipetados soro e reagente, posteriormente estes foram incubados em banho-maria a
37°C por 10 minutos. A leitura foi realizada no comprimento de onda a 505 nm para TAG e
CT a 500 nm para HDLc utilizando espectofotdmetro Epoch Biotek® (Biotek®,Winooski,
EUA). Os célculos foram realizados conforme as formulas descritas a seguir:

Absorbancia do Teste

TAG e CT (mg/dL) = X 200

Absorbancia do Padrao

HDL (mg/d L) - Absorbancia do Teste X 40

Absorbancia do Padrao

As enzimas hepéticas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT) foram obtidas através da analise plasmatica por ensaio colorimétrico conforme
indicacdo do fabricante (Bioliquid®, Pinhais, Parand, Brasil). O reagente (1 mL) foi incubado
por 3 minutos a 37°C. Posteriormente as amostras de plasma foram adicionadas e apo6s 1
minuto realizou-se a leitura a 340 nm. As leituras foram realizadas novamente a cada um

minuto sucessivamente. A concentracdo foi determinada conforme a seguinte formula:
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Amostra/min (U/L) =—2Absorbancia x5y ¢

n° total de Absorbancia

A determinacdo das concentracdes séricas de IL-1B (interleucina 1 beta), 1L-10
(interleucina 10) e TNFa (fator de necrose tumoral) foi feita por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) utilizando-se kits comerciais (Invitrogen®, Thermo Fisher Scientific, Vienna,
Austria). As amostras serologicas foram diluidas (1:5) e pipetadas juntamente com o reagente.
Estes foram incubados por 120 minutos em temperatura ambiente (21°~25°C) em
homogenizador triidimensional modelo KIMR-V® (Global equipamentos, Global Trade
Technology, Sdo Paulo, Brasil). Lavou-se a placa e os demais reagentes foram incluidos
obdecendo-se todas as indicacOes do fabricante. As leituras foram realizadas em 450 nm no
espectofotdbmetro Epoch Biotek®,Winooski, EUA).

Anélise Estatistica

Os dados foram analisados por teste de variancia (ANOVA) seguido de teste post-hoc
de Student Newman Keuls (p<0,05). As anélises foram realizadas utilizando-se o programa
estatistico Prisma 5.0 (GraphPad, CA, USA) e os dados foram apresentados em médias +
desvio padrdo. Para o modelo de regresséo foi realizado o ajuste de segundo grau utilizando o
software Excel (Microsoft Excel, 2013).

RESULTADOS

O consumo de agua e racdo (Figura 2) foram superiores nos grupos 0 mg e 10 mg/kg
quando comparados aos demais tratamentos (p<0,05), demonstrando o sintoma classico de
polidpsia e polifagia principalmente no grupo 0 mg. Houve reducdo significativa da glicemia
(aproximadamente 27%) em todas as doses (p<0,05) quando comparados com 0s demais
grupos (Figura 3A). Foi observada uma reducgdo significativa dos niveis de colesterol total
(Figura 3C) em todas as doses em relacdo ao grupo 0 mg (aproximadamente 23%), assim
como no parametro TAG (Figura 3B) (reducdo de 32%) e LDL-c (Figura 3D)
(aproximadamente 30%) (p<0,05). Por outro lado, para o pardametro HDL-c ndo foram
observadas diferencas significativas (Figura 3E). Em relagdo ao dmega-3, observou-se uma

reducdo significativa do consumo de agua e racdo (Figura 2), bem como para 0s parametros
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TAG, CT e LDL-c (Figura 3B, 3C e 3D) quando comparado com 0 mg de BG. N&o houve
diferenca entre 0 dmega-3 e as doses de BG (p<0,05).

Em relacdo as enzimas hepaticas ALT e AST (Figura 3F e 3G) observou-se uma
reducdo significativa de ambas enzimas (até 40% e 60% respectivamente) quando
comparados com o grupo 0 mg. Ocorreu uma reducéo significativa de ALT no grupo 6mega-3
em relacdo a 0 mg compativel com a dose de 20 mg de BG (p<0,05). N&o foram encontradas
diferencas significativas entre 0s grupos para as concentracfes sericas de IL-1B, IL-10 ou na
relacdo IL-1B/IL-10 (Figura 4B). Porém, foi demonstrada uma redugao significativa do TNFa
quando comparado com 0 mg (p<0,05).

Os parametros metabolicos glicemia, CT, LDL-c, TAG, ALT e AST foram
submetidos ao ajuste do modelo linear de segundo grau (Figura 5) para estimativa da melhor
dose de BG em cada parametro respectivamente. Posteriormente, uma dose 6tima foi
estimada pela média de todos os pardmetros e o valor encontrado foi de 30,39 mg/kg/dia.

Né&o foram encontradas alteragdes significativa na microscopia do figado (Figura 6) ou
submucosa do intestino delgado (Figura 7) independentemente do tratamento. Conforme os
critérios estabelecidos, observou-se uma reducdo significativa do nimero de células das
ilhotas pancreéaticas pela inducdo do diabetes (Tabela 2 e Figura 8), porém ndo foram
encontradas alteragdes decorrentes dos tratamentos investigados (p>0,05).

DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou efeitos benéficos do consumo de BGs sobre a glicemia,
reduzindo sinais clinicos tais como polifagia e polidipsia. Houve também efeitos positivos
sobre o0s niveis séricos de colesterol total, LDL-c e TAG, além de efeito hepatoprotetor pela
reducdo de ALT e AST, com reducéo significativa dos niveis de TNFa.

Em relacdo ao consumo de racdo e &gua ocorreu reducdo significativa nos grupos
recebendo BG independente da dose administrada. Essa reducdo pode ser associada a
capacidade do BG em promover melhora na saciedade [35], além de modular a fome através
da secrecdo de peptideo YY [36]. O BG auxilia no retardo do esvaziamento gastrico através
do aumento de viscosidade e retencdo de dgua no intestino [37], além de possuir capacidade
de reduzir a peristalse intestinal, ou seja, a contratilidade pos-prandial é estendida, auxiliando
na homeostase da glicemia [38] e reduzindo o apetite. O consumo de agua e ragdo também
ocorreu pelo uso do dmega-3 provavelmente devido a capacidade deste modificar a expressdo

de neuropeptidios relacionados ao apetite no eixo hipotalamico [39].
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Em concomitancia a redugdo no consumo de ragdo, foi observada uma reducgéo
significativa da glicemia (~27%) nos animais tratados com BG. O BG ¢é capaz de reduzir a
absorcéo de glicose devido a sua capacidade de formacdo de uma barreira (gel/viscosa) no
intestino, causando um retardo da absorcdo de carboidratos e como consequéncia reduzindo a
glicemia, assim como os sintomas classicos do DM1 [40-44]. Além disso, também ¢é relatada
capacidade do BG de levedura e aveia em auxiliar na diminuicdo dos transportadores de
glicose SGLT1 e GLUT2 no intestino delgado [45][46]. Outro mecanismo descrito na
literatura é que os BGs sdo considerados prebioticos, logo possuem a capacidade de serem
fermentados pela microbiota, produzindo acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), que
consequentemente aumentam o estimulo da produgdo de GLP-1 [47], que auxilia no retardo
do esvaziamento gastrico, induz a saciedade [48], e inibe a secrecdo de glucagon [49].
Achados semelhantes na diminuicdo da glicemia também foram encontrados por estudo
prévio com ratos diabéticos nas doses de 6 mg e 12 mg de BG proveniente de fungo,
encontrando uma reducdo significativa de 17% e 52% da glicemia, respectivamente [50].
Também foi relatada reducédo significativa da glicemia de 32% em estudo prévio de nosso
grupo utilizando a dose de 30 mg/kg de BG por 28 dias em animais diabéticos induzidos por
estreptozotocina [16].

N&do foram encontradas diferencas estatisticas para o parametro glicemia com a
utilizacdo de 6mega-3 no presente estudo, corroborando estudos anteriores em pacientes
diabéticos tipo 1 [51,52]. Inclusive ja foi relatado aumento da necessidade de insulina pos-
consumo de dmega-3 [53], uma vez que os acidos graxos poli-insaturados podem induzir
alteracdes na fluidez da membrana [54], diminuindo a afinidade da insulina pelos seus
receptores [53].

Os parametros bioguimicos CT, TAG e LDL-c também reduziram significativamente
com a ingestdo de BG. Esses efeitos tanto hipoglicemiantes quanto hipolipidémicos estdo
relacionados com a capacidade de formacdo de gel no intestino, retardando a absorcéo de
carboidratos e lipideos nos enterdcitos e consequentemente reduzindo a glicose e colesterol
sanguineos [55]. Com a formag&o do gel, ocorre um aumento da viscosidade quimo/bolo fecal
gue prolonga o esvaziamento gastrico [56], aumentando a camada de 4gua com consequente
diminuicdo da captacdo do colesterol no intestino [57] e maior eliminacao nas fezes [58].

Entre os principais mecanismos de diminui¢cdo do colesterol esta a diminui¢do da
absorcdo de sais biliares, devido & capacidade do BG adsorver esses sais, reduzindo sua
reabsorcdo e retorno ao figado [59]. A reducdo do colesterol hepético regula a sintese do

receptor de LDL-c, gerando maior captacdo do LDL-c do sangue pelo figado, modulando
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negativamente também a sintese de 3’-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A redutase (HMG
COA redutase), enzima responsavel pela sintese de colesterol [59]. Foi demonstrado também
efeito hipolipidémico do 6mega-3. Evidéncias indicam que esse efeito esta relacionado ao
aumento de EPA e DHA na membrana hepética [60]. Além disso, foi sugerido que o EPA,
pode interagir como segundo mensageiro auxiliando também na reducdo da HMG-coA
redutase [61], mesmo efeito atribuido a utilizacdo de BG. Shinozaki e colaboradores [62]
observaram que ap0s 6~24 meses uma dose de 1800 mg/dia de EPA reduziu CT, TAG e
LDLc significativamente.

Lobato e colaboradores [16] encontraram reducdo de e 41% nas concentragdes
plasmaticas de ALT (valores similares aos encontrados neste estudo para as doses de 20
mg/kg/dia), demonstrando um efeito hepatoprotetor. A reducdo das enzimas hepéticas AST e
ALT parecem estar relacionadas a diminuicdo da glicemia, devido a reducdo/inibicdo da
participacdo dessa enzima na via da gliconeogénese [63].

O BG nédo afetou 0 HDL-c neste estudo independente da dose. De acordo com um
estudo de metanalise, ndo foi possivel determinar se a ingestdo de fibra alimentar esta
associada ou ndo ao metabolismo do HDL-c [64]. Porém, pode-se inferir que o fato de nédo
haver reducdo do HDL-c na presenca de reducdo do LDL-c é um beneficio [65]. Esse
processo pode ter ocorrido devido a alta disposicdo de colesterol na corrente sanguinea (em
razdo do diabetes) e através de processos desencadeados por epinefrina e enzimas de
hidrolise, ocorre sintese proporcional de HDL-c para carrear o colesterol livre para ser
metabolizado no figado [66,67]. E de grande relevancia a ndo diminui¢do do HDL-c pelo BG,
pois como 0 mesmo esta associado ao transporte reverso do colesterol, logo este pode
suprimir o acumulo de colesterol nos tecidos periféricos [68], auxiliando também na
diminuicdo sistémica do mesmo. Resultados semelhantes ja foram relatados na literatura com
reducdo do CT, TAG e LDL-c sem altera¢6es nos niveis de HDL-c [69].

Foi evidenciada no presente estudo uma reducéo significativa do fator de necrose
tumoral alfa , corroborando com achados de um estudo prévio em camundongos diabéticos
[70]. Os efeitos sobre a resposta imune dos BG ainda ndo estdo totalmente elucidados, mas
parecem estar relacionados ao tipo de ligacdo intermolecular, solubilidade em &gua e peso
molecular [71], além de modulacdo da resposta imunolédgica de forma inespecifica [72].
Observou-se uma reducdo do TNF para o grupo tratado com dmega 3 similarmente ao BG.
Estudo prévio de revisdo sistematica e meta-analise de ensaios clinicos randomizados com
pacientes diabéticos e pré-diabéticos indicou que a suplementagdo de EPA e DHA aumenta a

expressao de adiponectina com consequente reducdo do TNF- a [73]. Sugere-se assim que 0
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uso de BG pode melhorar o perfil metabdlico e auxiliar na reducdo do estado pro-
inflamatorio presente no diabetes [70].

E importante ressaltar a seguranca para consumo do BG. Em um estudo com BG de
levedura em diferentes concentracbes na dieta de camundongos ndo demonstrou efeitos
adversos inflamatorios, hematolégicos ou toxicoldgicos para o consumo por via oral [74].
Vaérios estudos relatam a seguranga do consumo de BGs, ndo apresentando toxicidade
significativa independente da fonte obtida (aveia, cogumelo e levedura) ou dose [75-81].

Modelos de inducgéo do diabetes experimental séo relatados na literatura [82,83], e séo
amplamente utilizados como objeto de estudo desta doenca [84,85], devido & semelhanga com
0 diabetes em seres humanos [86]. A estreptozotocina causa a destruicdo das células B
pancreaticas, logo experimentalmente é muito utilizada para indu¢cdo do DM1 e DM2
avancado em associacdo com dieta hipercaldrica [83]. Esse mecanismo se deve a maior
sensibilidade destes animais a agdo toxica da STZA nas células  pancreatica [87]. A indugéo
do DM1 neste estudo foi eficaz, visto que os resultados referentes a histopatologia do
pancreas confirmaram a acdo toxica da STZA, e todos os animais apresentaram a glicemia
elevada ao longo de todo o delineamento experimental. Vale ressaltar que apesar do BG ter
reduzido de forma significativa a glicemia, todos o0s animais ainda apresentavam
concentragdes de glicose acima de 300 mg/dL, indicando que os BG sdo potenciais auxiliares
da terapéutica do DM e ndo devem ser utilizados como Unica forma de controle.

CONCLUSOES

O consumo de BG demonstrou efeitos promissores no auxilio terapéutico do DM
através da diminuicdo de parametros metabdlicos (Glicemia, Colesterol, LDL-c e TAG) além
do efeito hepatoprotetor através da reducdo de ALT e AST. Observou-se uma reducdo
significativa do fator pro-inflamatério TNFa. A dose Otima estimada para os beneficios
observados foi de 30,39 mg/kg/dia.
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TABELAS

Tabela 1. Doses de BG administradas por gavagem em animais com DM induzido por

estreptozotocina (70 mg/kg)

Grupos N* Tratamento**

Omega 3 7 Gavagem 1000 mg/kg/dia de X
0mg 7 Gavagem Solugéo salina
10 mg 7 Gavagem 10 mg/Kg/dia de BG
20 mg 7 Gavagem 20 mg/Kg/dia de BG
40 mg 7 Gavagem 40 mg/Kg/dia de BG

*numero de animais **gavagem

Tabela 2. Escores histopatoldgicos de péancreas de ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina (70 mg/kg) e tratados com diferentes doses de 3-Glucano de levedura

Tratamento Escore de reducédo do nameros de células

das ilhotas pancreaticas

Normal Leve Moderado  Grave

Q) (+) (++) (+++)
Omega 3 0 3 3 1 *
0 mg 0 5 2 0 *
10 mg 0 4 2 1 *
20 mg 0 4 2 1 *
40 mg 0 4 3 0 *

*sem diferencas estatisticas significativas entre os grupos pelo teste Kruskal-wallis (p>0,05)
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FIGURAS
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(38 dias) (7 dias)  Estreptozotocina (> 230 mz/dL) é_l t 3}
(70 mg/kg) Tratamento com oleta de
horas ant EBG = 0O3* tecidos

48 horas antes il
! Periodo de quarentena (os animais foram mantidos em caixas com no maximo 4 animais)

2 Periodo de Aclimatizacdo com os manipuladores

3 Injecdo intraperitoneal de 70 mg/kg de estreptozotocina 48 horas antes do inicio do
tratamento

4 Confirmacédo do DM (glicemia > 250 mg/dL) e inicio do tratamento por gavagem

5 Glicemia Final e eutanasia para coleta de sangue e tecidos

Figura 1. Delineamento Experimental ao longo do tempo
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Figura 2. Consumo hidrico e de racdo diarios de ratos Wistar diabéticos induzidos por injecao

intraperitoneal de estreptozotocina (70 mg/kg) e tratados com diferentes doses de B-Glucano

de Saccharomyces cerevisiae por um periodo de 28 dias. Letras minusculas diferentes

indicam diferenca significativa pelo teste Student Newman Keuls a 5% de probabilidade

(p<0,05).
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Figura 3. Pardmetros metabdlicos de ratos Wistar diabéticos induzidos por injecdo

intraperitoneal de estreptozotocina (70 mg/kg) e tratados com diferentes doses de f-Glucano

de Saccharomyces cerevisiae por um periodo de 28 dias. Letras minusculas diferentes

indicam diferenca significativa pelo teste Student Newman Keuls a 5% de probabilidade

(p<0,05)



A 400- B 2504
- 200
3004
ﬂg = g 1504 —L=
£ Ty A0 S B
=z = 2 100-
100 -
T 01—
Omega3d 0 10 20 40 Omega3 0 10 20 40
B-Glucano (mg/Kg/dia) B-Glucano (mg/Kg/dia)
37 2501
a
- 2004
Sl 3 2- —~
. 3 = 1504
= £
2% E 2 b b b b
R s 21004 T
504
0" 0
Omega 3 0 10 20 40 Omega 3 0 10 20 40
B-Glucano (mg/Kg/dia) B-Glucano (mg/Kg/dia)

Figura 4. Pardmetros inflamatorios de ratos Wistar diabéticos induzidos por injecédo
intraperitoneal de estreptozotocina (70 mg/kg) e tratados com diferentes doses de B-Glucano
de Saccharomyces cerevisiae por um periodo de 28 dias. Letras minusculas diferentes
indicam diferenca significativa pelo teste Student Newman Keuls a 5% de probabilidade
(p<0,05)
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Figura 5. Ajuste do modelo linear de segundo grau de acordo com o coeficiente de
determinagdo R? de ratos Wistar diabéticos induzidos por injecdo intraperitoneal de
estreptozotocina (70 mg/kg) e tratados com diferentes doses de -Glucano de Saccharomyces

cerevisiae por um periodo de 28 dias.
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Figura 6. Histologia hepatica com coloracdo por HE (400x) de ratos Wistar diabéticos
induzidos por injecéo intraperitoneal de estreptozotocina (70 mg/kg) e tratados com diferentes
doses de B-Glucano de Saccharomyces cerevisiae por um periodo de 28 dias. A- Controle, B-
0 mg/kg, C- 10 mg/kg, D- 20 mg/kg, E- 40 mg/kg.
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Figura 7. Histologia de sbmucosa de intestino delgado com coloracdo por HE (400x) de
ratos Wistar diabéticos induzidos por injecdo intraperitoneal de estreptozotocina (70 mg/kg) e
tratados com diferentes doses de B-Glucano de Saccharomyces cerevisiae por um periodo de
28 dias. A- Controle, B- 0 mg/kg, C- 10 mg/kg, D- 20 mg/kg, E- 40 mg/kg.
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Figura 8. Histopatologia pancreatica com coloracdo por HE (400x) de ratos Wistar diabéticos
induzidos por injecdo intraperitoneal de estreptozotocina (70 mg/kg) e tratados com diferentes
doses de B-Glucano de Saccharomyces cerevisiae por um periodo de 28 dias. A- Controle, B-
0 mg/kg, C- 10 mg/kg, D- 20 mg/kg, E- 40 mg/kg.



ANEXO A- FORMULARIO DE APROVAGAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

\ UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Cx.P.3037 - Lavras — MG — 37200-000 — (35) 3829-5182 cba@nintec.ufla.br

ATESTADO DE APROVAGAO PROVISORIO

(o certificado definitivo sera concedido apés o cumprimento de todos os
critérios exigidos pela Orientagcdo Técnica n° 5, de 27 de abril de 2015, do
CONCEA/MCTI)

Atestamos que a proposta intitulada "Niveis de B-glucano no controle do diabetes
mellitus e artrite reumatoide”, protocolo n° 082/17, sob a responsabilidade de Luciano
José Pereira, Viviam de Oliveira Silva, Natalia Oliveira de Moura, Andressa Naira de
Jesus Pereira e Janina de Sales Guilarducci, que envolve a produgdo, manutengéo
elou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
homem), para fins de ensino e/ou pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas edificadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagao
(MCTI), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da
Pré-Reitoria de Pesquisa/UFLA, em reunido de 14/03/2018, podendo ser iniciada a
realizagio da sua parte experimental.

Vigéncia da autorizagdo: de 10/04/2018 a 10/12/2019

Finalidade: () Ensino (x ) Pesquisa Cientifica

Espécie/linhagem/raga: Camundongo isogénico / DBA/1J e Rato heterogénico / Wistar
Namero de animais aprovados: 96

Peso/ldade: Camundongo isogénico: 19 g / 42 dias; Rato heterogénico: 180-210g / 42
dias

Sexo: macho

Origem dos animais: aguardando documentacéo

Lavras, 14 de margo de 2018.
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Presidente da Comiss&o de Etica no Uso de Animais CEUA

Universidade Federal de Lavras
Pré-Reitoria de Pesquisa /Comissdes Permanentes
Campus Universitario -
Caixa Postal 3037 / CEP 37200 000 - Lavras, MG - Brasil
Tel.: +55 (35) 3829 5182
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