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RESUMO GERAL

Objetivou-se investigar os efeitos hipoglicémicdsimolipidémicos da ingestao
de BG e para tal foram redigidos dois capitulos. pdaneiro Capitulo, foi
realizada uma reviséo sistematica que teve conaiiwodbjavaliar os efeitos dos
BG sobre a glicemia e perfil lipidico de individudsbéticos. Foi conduzida
uma busca nas bases de dados Pubmed, Science ®featlo, utilizando as
palavras-chavediabetesmellitus e beta-gucano e glicemia e humanos. Os
resultados deste estudo destacaram que dosesosepedi 6,0 g/individuo/dia
por quatro semanas, ou doses maiores que 3,0 \jdodidia durante 12
semanas, foram suficientes para reduzir a glicelpeian como melhorar o perfil
lipoproteico de portadores de DM. No Capitulo 2,efsitos metabdlicos da
ingestdo de BG produzidos a partir de uma levefeiacharomyces cereviae
em ratos diabéticos foram testados. Foram utilig@dloratos machos adultos da
linhagemWistar (peso inicial 250 + 24,78 g), distribuidos em uelirkamento
inteiramente casualizado em 4 grupos em modelaoidatd x 2 (com e sem
diabetes; com e sem BG). A inducdo do DM tipo | aogmais dos grupos
diabéticos foi realizada com o uso de uma injegfiaperitoneal de 80mg/kg de
estrepzotocina (ap6és jejum de quatro horas) e es|gele apresentaram glicemia
de jejum acima de 300mg/dl foram considerados t@i® Quarenta e oito
horas apds a inducéo, os roedores receberam désies de 30 mg/Kg de BG
ou solugédo salina por gavagem durante 28 diasnisass dos grupos com DM
apresentaram glicemia inicial maior do que os roesloontrole, além de menor
ganho de peso; bem como maior consumo de racé@stamde dgua e volume
urinario. Niveis de colesterol total (CT), lipopgta de baixa densidade +
lipoproteina de densidade muito baixa (LDL-c + VLD triacilgliceréis
(TAG), glicose e alanino aminotransferase (ALT)spidticos também foram
superiores nos animais diabéticos (p<0,05), nderdiy alteracdes nos niveis
de lipoproteina de alta densidade (HDL-c). A infeste BG foi eficiente em
reduzir as concentragBes plasmaéticas de glicos®)(STAG (32%) e ALT
(41%) (p<0,05). Nao foram observadas alteracddésgamldgicas hepaticas em
quaisquer dos grupos nem alteracbes na composiginicqg de carcaga.
Adicionalmente, os animais diabéticos apresentammento na relacéo
vilosidade:cripta (V:C) no duodeno, sem a interfiei& do BG. Desta forma,
concluiu-se, a partir dos resultados observados,o3uBG foram eficientes na
atenuacdo dos efeitos indesejaveis do DM, sendovauacdes quanto a fonte,
dosagem e tipo de beta-glucanos podem interfesiresultados.

Palavras-chave: Doenca metabdlica. Diabetes Mellitus Carboidratos.
Polissacarideo. glucanas.



GENERAL ABSTRACT

Aimed to investigate the hypoglycemic and hypolguidc effects of ingesting
BG and such two chapters were written. In the fitgipter, a systematic review
aimed to evaluate the effects of BG on blood glacwd lipid profile of diabetic
subjects was performed. A search was conductedbmBd, Science Direct and
SciELO databases using the key words: diabetestusetind glucose and beta-
gucano and humans. The results of this study ygtdd that more than 6.0 g /
person / day doses for four weeks, or greater $arg / person / day for 12
weeks doses were sufficient to reduce blood glutessls as well as improve
the lipoprotein profile of DM. In chapter 2, the talolic effects of ingestion of
BG produced from a yeast (Saccharomyces cerevisiae tested in diabetic
rats. 24 adult male rats of Wistar rats (initialigiet 250 + 24.78 g) lineage,
which were distributed in a completely randomizett ¥4 groups in 2x2 factorial
design (with and without BG with and without diadmt were used. The
induction of type | DM in animals of the diabeticogps was performed by
intraperitoneal injection of 80mg/kg of estrepzdtec (after fasting for four
hours) and those who had fasting glucose above @Dmvere considered
diabetic. Forty-eight hours after induction, thecenreceived daily doses of 30
mg / kg BG or saline by gavage for 28 days. Thenats in groups with DM
had higher initial blood glucose control rodentaddition to lower weight gain,
and increased feed intake, water intake and urimlame. Total cholesterol
(TC), low density lipoprotein + very low densitptiprotein (LDL -C + VLDL -
C), triglycerides ( TAG ), glucose and alanine astiiansferase (ALT) serum
were also higher in the diabetic animals (p < Q.@8) change in the levels of
high density lipoprotein (HDL - c) . The intake BG was effective in reducing
plasma concentrations of glucose (30 %) , TAG (32a¥d ALT (41 %) (p <
0.05) . No hepatic histopathological changes wdrgeoved in either group. In
addition, diabetic animals showed increased villesypt ratio (V : C) in the
duodenum, without interference from the BG. No demwere observed in the
chemical carcass composition between groups. Tus, the results observed
in the studies, it was found that BG were effectivenitigating the side effects
of diabetes, and that variations in the sourcee tgpd dosage of beta-glucan
may affect the results. Thus, it is considered thase fibers are to be used as
aids to conventional treatment of disease.

Keywords: Metabolic Disease, Diabetes Mellitus, bodwydrates,
polysaccharides, glucanas.



LISTA DE FIGURAS

PRIMEIRA PARTE- REFERENCIAL TEORICO
Figura 1 Estrutura dos BG presentes em plantas cdh ligaces
B(1—4) e em fungos (2), com ligacoed—6)................... 18

ARTIGO 1
Figura 1 Flowchart of the article search procesimigithe keywords

“diabetes mellitus” and “bet-glucano” and “glycaemia” and
“glucose” and “human”..........ccccccviiiiiiieereee e, 64

ARTIGO 2
Figura 1 Etapas do eXperimento............ceeeemmereerrreeeeeeeeeeeeeeesiiiinnnns 94

Figura 2 Parametros relativos a consumo alimentiacdo do peso
corporal, consumo de agua e excrecao urinariatds.ra.. 95
Figura 3 Parametros bioquimicos sanguineos des rdi@béticos ou
normais tratados ou ndo com BG, durante quatro
SEIMANAS. ... i eeeeeeeieeeeeeierte s eemmnmna s e e e aeaaaeeeeesrarrnrrnnanas 96
Figura 4 Efeito do BG sobre a histologia do parcrele ratos
diabéticos e ndo diabéticos por HE (200x). (A) aigmao
diabéticos recebendo salina; (B) animais diabétieosbendo
salina; (C) animais ndo diabéticos recebendo B@&{gLkg);
(D) animais diabéticos recebendo BG (30 mg/kgj.........97
Figura 5 Relacdo vilosidade/cripta dos diferentesgmentos do
intestino delgado de ratos normais e diabéticéados ou ndo
com BG, durante quatro semanas............cceeeeeeervnveneenns. 99
Figura 6 Parametros de composicdo quimica corpalal ratos
diabéticos e nao diabéticos tratados com BG ooaaliurante

QUALIO SEMANAS. . .uuieiiiiiiieeeeeeiis e emremmmmeeeenr e e eeereaneeaaeaees 100



LISTA DE TABELAS

SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1
Tabelal  Scores for evaluation Criteria .... . ooeeeeeiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee 60
Tabela2  Summary of the selected studies......ccccooeeeveiiiiiiiiiiininecennnn, 61
ARTIGO 2
Tabelal  Distribuicdo dos grupos experimentaiS.u. .....oevveeveereieereennnnn. 94

Tabela 2 Efeito do BG sobre a histologia do parscdzaratos diabéticos e nao
diabéticos por coloracd HE (200x). (A) ratos naabéticos recebendo salina,
(B) animais diabéticos recebendo salina, (C) aimab diabéticos recebendo
BG(30 mg/kg),(D) animais diabéticos recebendo BGr{@)/Kg).............euvve.e.. 98



SUMARIO

1. INTRODUGAO .......ccootiteieteeeee e emes et ean e 11
2. REFERENCIAL TEORICO .....ocviiiiiieceeseeeeeeee e 12
2.1 Diabetes MEllitUS .......eeuiriieie e e 12
2.2 Diabetes Mellitus tipo L (DML) ...c..uiiiiiiiiieiicie e 14
2.3 Modelo animal experimental de Diabetes mellitugpo 1....................... 15
2.4 Beta- glucanos (BG).......ooveeiiiiiiiiiii e 17
2.5 BG proveniente de Saccharomyses CereviSae .uuue..oovvvveeeeeeervnnneennnns 19
2.6 Atividade bioldgica dos Beta—glucanos (BG) ....c....vvvvieeiiieeeiieiieeeininns 20
REFERENCIAS ...ttt eme st 23
SEGUNDA PARTE — ARTIGOS ... 31
ARTIGO 1 Effect of beta-glucans in the control of bood glucose levels of
diabetic patients: A SystematiC REVIEW .........omeiiiiiiiieeiiiiiiieeeciineeeees 31

ARTIGO 2 Efeitos metabdlicos do uso deB-glucanos (Saccharomyces
cerevisae) por via oral em ratos com diabetes indido por
(SR 1 (=] 010740 (o lod 1o T- WP 65

3. COCLUSOES FINAIS ..ot et eta e areeeaninnes 101
ANEXOS . oot 10102



11

PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O diabetes mellitugDM) é uma doenca decorrente de problemas no
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideesdo caracterizada pelo
aumento na concentracdo plasmatica de glicoseeval@ncia de portadores de
diabetes estimada no ano de 2010 foi de 285 millégmessoas, representando
6,6% da populagédo adulta no mundo, havendo prewdsdaumento para 435
milhdes até o ano de 2030 (ISLAN, 2011). Ademaisimais de companhia
também sdo acometidos pelo DM, sendo relatadaéincid de 1:200 em cées e
de 1:300 em gatos. Neste sentido, existe aindaestiraativa de elevacdo desta
incidéncia principalmente devido ao aumento dossdg obesidade em ambas
as espécies nas préoximas décadas (HOENING, 2002).

O tratamento do DM normalmente consiste em teragitticional,
atividade fisica regular, uso de insulinoterapiauehipoglicemiantes orais.
Entretanto, o tratamento medicamentoso dessa siedpode apresentar efeitos
adversos, como mal estar, fraqueza, diarreia egldggmia, além de algumas
inconveniéncias como aplicacdes diarias de insulina

Adicionalmente, a maioria das complicagBes cronicas DM é
altamente incapacitante para a realizacdo daglaties diarias e produtivas,
além de comprometer a qualidade de vida dos pasierBendo assim, a
investigacdo de novas substancias para o tratardesga sindrome é relevante,
principalmente tendo-se em vista a alta prevalé&heséa enfermidade em todo o
mundo.

Dentre estas alternativas utilizadas no controlglidamia, destaca-se o
uso de beta glucanos (BG). Estes sdo polimeroepientes da parede celular

de uma variedade de plantas e leveduras que téesempado eficicia na
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reducdo das concentracbes de glicose no sangusivglognte pela sua

capacidade de formar uma barreira no intestincadelgjue retarda a absorcao
da glicose e lipideos, com consequente reducaticdenig e também dos niveis
séricos de colesterol.

Desta forma, essas fibras sdo utilizadas como &utias auxiliares no
tratamento de diversas sindromes, e também saotanpes fontes de matéria
prima para a industria farmacéutica. Entretantopgs de estudos pesquisam 0s
efeitos imunolégicos do consumo de BG proveniestkededuras, havendo uma
escassez de trabalhos que investiguem sua acdfdimetros metabdlicos e
fisiologicos.

Assim, considerando o DM como uma patologia mudéifal com
caracteristica crbnica, objetivou-se com o presestiedo, avaliar os efeitos do
BG proveniente do fungBaccharomyces cerevisagministrado via oral, sobre

parametros metabdlicos de ratos diabéticos.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus (DM) representa uma doenca metabdlica
caracterizada principalmente por um quadro de giizemia decorrente da falta
total ou parcial na secrecdo de insulina, assimocola resisténcia a este
horménio. As anormalidades desta doenca envolvermetabolismo de
carboidratos, proteinas e lipideos, podendo afat#p seres humanos quanto
animais. Sua prevaléncia tem aumentado dramatidenaenlongo das lltimas
décadas, visto que comorbidades como dislipidenfiggertensdo, obesidade
proveniente do sedentarismo e ingestdo aliment@seiva podem resultar no
acometimento do DM (AL-MASKARI; AL-MASKARI; AL-SUDARY, 2011,
ISLAN, 2011).
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Existem dois tipos de DM: tipo 1 e tipo 2. No patéediabético tipo 1
observa-se deficiéncia na producéo de insulinagrdemtte da destruicdo auto-
imune das células beta do pancreas, onde seu éatiamxige o uso de insulina
exogena (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION - ADA, 201BARRETT,
2013; MALANDRINO; SMITH, 2011). Ja no DM tipo 2, ¢ecidos do corpo se
tornam resistentes a acdo da insulina, com conantaitdisfuncées nos
receptores para este horménio (ADA, 2012). Nestesog; a utilizacdo de
agentes hipoglicemiantes orais torna-se frequemtiemeecessaria, podendo-se
ou nao fazer uso da insulina (BARRETT, 2013; DEFRON 2004,
MALANDRINO; SMITH, 2011).

Os sinais e sintomas do DM manifestam-se por diges fisioldgicas,
tais como polidria, polidipsia, perda de peso, fagla e cansago, ou por
complicacdes agudas, como a cetoacidose diabéhbPed,(2012; SEINO,
2010). Adicionalmente, os pacientes diabéticos smmtam um aumento da
incidéncia da doenca aterosclerética cardiovascatégrial periférica e doenca
vascular cerebral (ADA, 2012). Comumente essesviddds sdo mais
propensos a anormalidades no metabolismo de lifgipes, ja que no DM tipo
1 ha um aumento na mobilizacdo de gorduras dogeithp para fornecimento
de energia. Isso ocorre devido ao fato do organidmaliabético tipo 1 nao
produzir insulina para reconhecer e utilizar aagle circulante (ADA, 2012;
SEINO,2010).

O tratamento do DM requer um projeto terapéuticcaefque regule os
niveis de glicose no sangue por longos periodo® fEatamento tem como
objetivo proporcionar ao individuo uma vida relathente normal através da
restauracéo do equilibrio metabdlico. O controleddenca pode ser realizado
através de dieta associada a programas de atiVitdacke e, quando necessario,
acompanhamento medicamentoso (BOULE et al., 200RIK&ESON;
LINGARDE, 1991; LANDMAN et al., 2010; SKYLER et aR001).
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Ademais, ao longo das ultimas décadas, inUmeraguigas tém sido
realizadas objetivando o melhor controle metabdliedumanos e animais com
DM, sendo que novas tecnologias estdo sendo ineEmas ao seu controle
(CUGNET-ANCEAU et al., 2010; HINATA et al., 2007APOLA et al., 2005).

2.2 Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1)

O DML1 é considerado uma doenca multifatorial comglearacterizada
por um processo de destruicdo das células betaggdicas. Esse fato acontece
devido a associacdo entre a resposta imunolégitaeb genéticos e ambientais
(GAN; NEILL; HALLER, 2012).

O quadro histolégico do DM1 é caracterizado peds@nca de infiltrado
inflamatério do tipo linfomononuclear no pancreesnfigurando insulinite e a
auséncia das células produtoras de insulina (HALLARKINSON; SCHATZ,
2005).

Diversos eventos imunoldgicos, tanto celulares gudmumorais tém
sido descritos na patogenia do DM1, sendo queisasdmunohistoquimicas do
tecido pancreatico mostram que as primeiras célalasfiltrarem sdo as
dendriticas e o0s macrdfagos, promovendo insulitelerdais, infiltrado
constituido por linfocitos TCD4+ e TCD8+ tambéméespresentes, o que
sugere que essas células tém um papel importardestalicdo da célula beta.
Assim, 0 mecanismo proposto é que, quando ativadosiacréfagos produzem
diferentes citocinas capazes de sintetizar radiisaés muito toxicos as células
beta-pancreaticas. Posteriormente, os linfocitosD8€ reconhecem os
autoantigenos, e efetuam a morte das mesmas pacdmdde apoptose
(DEVENDRA; LIU; EISENBARTH, 2004; TISCH; MCDEVITT1996).

A destruicdo auto-imune das células beta tem ssdoczada a fatores
genéticos e ambientais (GAN; NEILL; HALLER, 2012)ém disso, acredita-
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se que a predisposicdo ao DM1 pode ser heredifdoig@m, 85% dos casos
ocorrem em individuos sem historico familiar da rige (HALLER;
ATKINSON; SCHATZ, 2005). Diversos genes foram asstas com a
susceptibilidade ao DM1 sendo que o primeiro idieatlo foi o antigeno
leucocitario humano (HLA). Entretanto, alguns cafosam relatados em
criancas com genétipos de HLA de baixo risco, o iakica que os fatores
ambientais sdo também importantes (DEVENDRA; LILSENBARTH, 2004;
GAN; NEILL; HALLER, 2012; HALLER; ATKINSON; SCHATZ,2005).

Os determinantes ambientais estdo associados acbefe virais
(citomegalovirus, rubéola, caxumba, sarampo). ®dgerque esses agentes
favorecem o DM1 através da liberacdo local de it decorrentes das
infec¢gbes, 0 que provoca perda da tolerancia amsastigenos e ativacdo de
linfécitos autorreativos, o que resulta no procassauto-imunidade nas ilhotas
(DEVENDRA; LIU; EISENBARTH, 2004).

2.3 Modelo animal experimental de Diabetes mellitupo 1

Estudos envolvendo modelos animais de DM séo iraptas devido as
diversas limitagBes de investigacdo da doencaadiette em seres humanos.
Sendo assim, jA& que existe uma grande semelhasigdddica, celular e
molecular entre o0s roedores e 0s humanos, a gélivade modelos
experimentais torna-se uma ferramenta bastantd GHATZIGEORGIOU et
al., 2009; DAMATTA; WILLIANS, 2006; FAGUNDES; TAHA2004).

Dentre os protocolos experimentais para o estudoDdb tipo 1
encontra-se 0s modelos espontaneos e os induzidmécgmente por drogas
(ETUK, 2010; MORDES et al., 2004; SAKATA; YOSHIMATS TSUCHIYA,
2012).
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A inducdo quimica do DM tipo 1 em animais de experitacdo ocorre
apo6s a destruicdo seletiva das células beta pgicaedAs substancias mais
usadas neste protocolo sdo o Aloxano e a Estrdptiaa (STZ). Ambos os
farmacos exercem sua acédo diabetogénica quandwmiatiedos via parenteral.
A dose necessaria para induzir diabetes dependesgasies de animais, via de
administracdo e do estado nutricional (FEDERIUKakf 2004; LENZEN,
2008).

A inducdo do DM1 por STZ foi descrito pela primeiez na década de
60. A STZ é um glicosideo nitrosurea natural isoladb Streptomyces
achromogened ENZEN, 2008). Essa substancia causa dano nas HadaNA,
depletando a nicotina adenina dinucleotideo (NAR+Qual inibe a biossintese
e a secrecdo de insulina promovendo a destruigdeeisivel das células beta,
resultando em grave sindrome diabética (AKBARZADEH al.,, 2007,
SZKUDELSKI, 2001). Diversos estudos sugerem que ulose de 40 a 80
mg/kg de STZ em ratos pode produzir um modelo éxgertal do DM1 (GAO
et al., 2012; HENDARTO et al, 2012; KIM et al., 13 MARLES;
FARNSWORTH, 1995; MIRJANA et al., 2013).

Ja a acdo diabetogénica da droga Aloxano foi dasem 1940. Essa
substancia inibe a glicoquinase, provocando undestie diabetes severa por
meio da sua capacidade de formar espécies redtvagigénio, resultando em
necrose da célula beta pancreatica. Entretantdp@are € menos utilizado
devido as dificuldades em induzir o diabetes e erans animais em boas
condi¢cbes (LENZEN, 2008).

Os modelos animais espontaneos do DM tipo 1 forasctritos pela
primeira vez em 1970. Dentre esses, duas espéaesido bastante estudadas:
os camundongos diabéticos ndo obesos (NOD) e os BB @Biobreading
(HERRATH; NEPOM, 2009; MORDES et al., 2004; ROEPTKANSON;

HERRATH, 2004). Sugere-se que as ilhotas destesaimisofrem ataque auto-
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imune por células T, células B, macréfagos e celNkural killer, induzindo
assim insulinite e perda da ilhota, resultando dta glicemia (SAKATA,
YOSHIMATSU; TSUCHIYA, 2012).

O modelo de diabetes tipo | induzido por estreftmzna em ratos tem
muitas vantagens sobre os outros modelos, comm lmigto, facilidade em
induzir a doenca e capacidade de manter os ananaisondicdes adequadas.
Assim, é considerado um modelo experimental apadpride DM1, sendo
utilizado em muitos experimentos como protocolo igucdo da patologia
(AKBARZADEH et al., 2007).

2.4 Beta- glucanos (BG)

Os BG sao polissacarideos encontrados nas parezlekres de
bactérias, fungos e plantas, tais como aveia elee#studos sugerem que essas
fibras solGveis sdo capazes de prevenir e trafianedies patologias, dentre elas
o DM (KIM et al., 2005; RAHAR et al., 2011).

A efetividade dessa substancia é atribuida e depémdie sua massa
molecular, conformacao, solubilidade e também & g posicionamento de
suas ramificacdes (SONCK et al., 2010). Além digsimportante ressaltar que
a dose e o tempo de consumo dos BG sao fatorepaglean determinar sua
eficiéncia (PAULA et al., 2005; WOOD et al., 2007).

Em geral, os BG originarios de plantas sao primagiste lineares e
possuem ramificagdes com ligacdes do fifib- 4), enquanto que os derivados
dos fungos e leveduras apresentam pequenas raqadeaom ligacbes do tipo
B(1-6) (Figura 1) (RIBEIRO et al., 2009).
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Figura 1 Estrutura dos BG presentes em plantagdt),ligacbe$(1—4), e em
fungos (2), com ligacog¥1—6) (RIBEIRO et al., 2009).

Tais diferencas estruturais podem apresentar gsamdplicacdes na
atividade biol6gica dessas fibras. Desta forma,enlasse que os BG de
leveduras sdo mais complexos quimicamente e parragdo sdo mais dificeis
de serem degradados pelas células apresentadoeagtigenos, fato esse que
justifica o maior poder imunoldgico apresentadamggdolimeros provenientes
de fungos (AKRAMIENE et al., 2007).

Ademais, tem-se sugerido também, que os BG de gqaesb molecular
(que correspondem a maioria dos polimeros) podéwaratliretamente 0s
leucécitos, estimulando suas fungBes fagociticamtogicas e atividade
antimicrobiana, além de estimular a producdo deiadedes pré-inflamatorios.
Ja os de peso molecular intermediario possuendatiei biolégican vivo, mas
seus efeitos celulares ndo sdo bem definidos. &isger que esses
polissacarideos intermediarios ativam os leucéditostro para melhorar uma
resposta secundaria. De forma contraria, os deobpeso molecular sdo
geralmente considerados inativos (AKRAMIENE et &0Q07; BROWN;
GORDON, 2003; RIBEIRO et al., 2009). Ademais, os &&diferentes pesos
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moleculares (principalmente os de alto peso) premoum retardo do ritmo de
esvaziamento gastrico decorrente da capacidadestdacfio de agua destas
fibras. Tal fato aumenta a viscosidade do meicsiital, reduzindo a taxa de
absorcdo de nutrientes (glicose), diminuindo assimindice glicémico
(RIBEIRO et al., 2009).

Desta forma, esses polimeros sdo utilizados cotbsté&ncia adjuvante
no tratamento de diferentes sindromes metabokoasy obesidade, hipertensao
arterial, dislipidemia e DM, tanto em humanos qaargm animais.
Adicionalmente, os efeitos fisioldgicos e metalasdicdos BG, tais como
reducdo da glicose e lipideos sanguineos, tém dadpe interesse na
comunidade cientifica, o que estimula o estudo olirsw sobre essas fibras na
composi¢do de farinhas, cereais matinais, massgso@utos panificados
(LAZARIDOU; BILIADERIS, 2007).

2.5 BG proveniente de Saccharomyses Cerevisae

Uma importante fonte de BG éSaccharomyces cerevisjague é uma
levedura comumente usada na cervejaria ou pardéficalevida sua capacidade
de fermentagcdo. E um microrganismo eucariotico einliar, que apresenta
forma variada. A parede celular 8e cerevisiagd@ composta principalmente de
BG e nanoproteinas e uma pequena quantidade dmaguait lipidios. A
distribuicdo desses elementos esta organizadaésntdmadas: uma interior de
BG insoluvel (30-35%), uma camada média de BG &bl{20-22%) e a camada
externa composta por glicoproteina e mananoprat€8026) (AKRAMIENE et
al., 2007).

Neste fungo, o BG é constituido por um esqueleateali central de
unidades de glicose ligadas na posiffb3), com cadeias laterais unidas em

B(1-6), que ocorrem em diferentes intervalos e #@manhos variados. f{1-3)
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glucano é sintetizado por enzimas ligadas a meralplsmatica e possui uma
estrutura helicoidal tripla responsével pela réaigh mecénica da parede
celular. O glucano encontrado €n cerevisiaeconsiste de aproximadamente
85% B(1-3) glucano e 3% de§(1-6) glucano (AA et al.,2006; CHEN;
SEVIOUR, 2007; KIM et al., 2005).

Os B(1-3) glucanos tém tamanho considerado de 150@ueside
glicose e 0$(1-6) glucanos apresentam de 150 a 200 residu@spgrede d8.
cerevisiae, sdo reorganizadas através de ramificagcbes intrddsizipor
glicosiltransferases. A solubilidade desses BG guoa&lepende do nimero de
residuos de glicose unidos efifl-6) das cadeias laterais, e do grau de
polimerizacdo (CHEN; SEVIOUR, 2007; KIM et al., )0

2.6 Atividade biolégica dos Beta—glucanos (BG)

Os BG proveniente de leveduras tém sido extensivtmaetilizados
como substancia protetora contra infec¢es, destidocapacidade de estimular
0 sistema imune, com potentes efeitos sobre a dadei inata e adaptativa
(CHEN; ZHANG:; JIANG, 2013; MASUDA et al., 2013). €feito protetor dos
BG foi demonstrado em infec¢gbes experimentais lishmania majore L.
donovanj Candida albicans Toxoplasma gondii Streptococcus suis
Plasmodium berghgeiStaphylococcus aureug&scherichia coli Mesocestoides
corti, Trypanosoma cruzi Eimeria vermiformis e Bacillus anthracis
(VETVICKA, 2011).

Adicionalmente, existem relatos de que essas sudiatdmelhoraram os
sintomas de alergia (TALBOTT et al, 2013), possugmopriedades
anticancerigenas (CHEN; ZHANG; JIANG, 2013; MASUDA al., 2013) e
eliminam rugas pois favorecem a formacao de coRgaGUERO et al., 2006;
DU; BIAN; XU, 2013).
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Ademais, os BG provenientes de plantas tém reciddesacdo na
reducdo da glicemia, melhorando as condicdes de dadpaciente diabético e
reduzindo os riscos de doencas cronicas em hurmeaoémais (CHOI et al.,
2010; DONG et al., 2011; HONG et al., 2012; LO &t a006; TAPPY;
GUGOLZ; WURSCH, 1996). O mecanismo de acido desbassfsollveis
parece estar relacionado com sua capacidade darfomma camada de 4gua no
intestino, promovendo resisténcia as contra¢gdestinais, favorecendo entdo a
reducdo da absorcao de agucares e lipideos (REYHIA 2012).

Estudos sugerem ainda que os BG de aveia e cevddanppumentar a
sensibilidade a insulina e reduzir os niveis desstetol (GAO et al., 2012;
JENKINS et al.,, 2002; LIATES et al., 2009; MAYELI2001; NICOLOSI;
BELL; BISTRIAN, 1999). Adicionalmente, esses pdisarideos séo capazes de
modificar a absorcdo de energia e metabolismo ecamequéncia, reduzir o
ganho de peso (BROACKMAN; CHEN; GALLAHER, 2012; CHé& al., 2010;
JOO-WAN et al., 2011; LIATES et al.,, 2009). A redocdo peso pode ser
resultado da diminuicdo da ingestdo de alimentis paonsumo dessas fibras
sollveis parece promover a sensacdo de saciedams, gausam um
retardamento do esvaziamento gastrico, com constxeducdo na velocidade
de ingestdo de alimento (LUMAGA; AZZALI; FOGLIANQ012; RIBEIRO et
al., 2009).

Desta forma, uma possivel explicacdo para os difese efeitos
fisiolégicos dos BG pode estar relacionada as sasacteristicas estruturais.
Assim, sugere-se que 0s BG de conformagdig3/1,4 (plantas), tendem a
apresentar maior efeito metabdlico, enquanto ascaidormacaop-1,3/1,6
(fungos) tendem a apresentar maior efeito imunogAKRAMIENE et al.,
2007; HONG et al.,, 2012; KIM et al, 2005; TALBOT®&t al., 2013;
VETVICKA, 2011). Sendo assim, pouco se sabe dasosfdo BG proveniente

de leveduras sobre paradmetros tais como glicentalesterol (VETVICKA,
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2011). Contudo, estudos que elucidem o possivebnimoo de acdo deste
composto e quais os componentes do extrato posseeas atividades sdo de
grande importancia (PEPATO et al., 1993).

Em relacdo a seguranca do uso dessa fibra, pouceldtado sobre a
hepatocixidade quando administrado via parentérittretanto, o que se
observa é que em animais de laboratério, tal sotistduando administrada via
oral, por um periodo curto (até seis semanas)pf&nsiva para 0 organismo.
Nenhum sinal de toxicidade foi detectado, mesmdaeadministradas grandes
quantidades da fibra (CHEN et al., 2011; DELANEYakt 2003; JONKER et
al., 2010; TURMINA et al., 2012).

Desta forma, de acordo com os resultados encostradoliteratura,
doses abaixo de 3,0 g/individuo/dia de BG nado d@@zes na reducdo da
glicemia em individuos diabéticos (CUGNET-ANCEUAakt 2010; LIATIS et
al., 2009; WOOD, 2007). Sugere-se que doses supsgr 6,0g/individuo/dia
sdo suficientes para diminuir a glicemia e insutirie No entanto, o tempo de
consumo também pode ser um fator determinantegfia@cia desta substancia
sobre estes paramet(@APPY; GUGOLZ; WURSCH, 1996).
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Abstract

Functional foods have been widely employed to redhe symptoms of
various diseases such @disbetes mellitu§DM). Among these foods are
soluble fibres, mainly those rich in beta-glucaB&$). The objective of
this systematic review was to evaluate the effeftthese fibres on
glucose plasmatic levels of diabetic individualsséarch was conducted
using the Pubmed, Science Direct and Scielo databasing the
keywords:diabetes mellitusand beta-glucan and glucose and glycaemia.
As inclusion criteria, only studies on diabetic lanmndividuals (type 1
or type 2) who consumed BGs were selected. Of fieiBitial articles
retrieved, only 10 fit the inclusion criteria anekr@ used in the study. It
was observed that doses around 6.0 g/individual/ayat least 4 weeks
were sufficient to provoke improvements in the blaucose levels and
also lipid parameters of individuals with DM. Hovesy glucose levels
did not reach normal levels using BG alone. Lowedosf BG for at least
12 weeks were also reported to promote metaboliefiis. Based on
previous research, it was concluded that the imgestf BGs was
efficient in decreasing glucose levels of diab@@atients. However, the

use of BG alone did not lead to normal glucoselteve
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Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder ey a
deficiency in producing insulin or inefficient amti of this hormone,
which leads to chronic hyperglycaemia and otheordisrs such as
vascular alterations, myocardic infarction, neplatbges, retinopathies,
and neuropathies (Seino et al. 2010). It is eseoh#hat 5% of all deaths
worldwide are resulted from diabetes complicati@dattani et al 2009),
and by the year of 2030 there will be more than 8@6ons of diabetic
people in the world (Wild et al. 2004).

Conventional treatment of diabetes involves the afs@sulin or
hypoglycemic agents (Messier et al. 2004). Howefreguently the use
of medications is expensive and involves side &féRoe et al. 2013).
As a result, various researchers have investigatedpharmacological
forms of treatment, such as physical activity (Bald et al. 2010; Paluch
et al. 2011), and functional foods (Cugne-Anceaal.€2010; Somanah et
al. 2012), in order to prevent and mitigate thentfat effects of diabetes.

The ingestion of foods with a low glycaemic indexa helpful
alternative in controlling diabetes (Kabir et aQ02). Important among

these foods are those rich in fibre, especiallys¢hwith a high level of
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beta-glucans (Jenkins et al. 2002). Beta-glucarGsjBare non-starch
polysaccharides present in grains like oats, rye laarley, as well as
mushrooms, yeast and some grasses (Liatis et 8P; ZBurton et al.

2011). Studies have suggested that foods contaiB@g have anti-

diabetic effects [Jenkins et al. 2002; Kabir et28l02; Cugnet-Anceau et
al. 2010). These fibres seem to form a barriehendmall intestine which
prevents glucose and other nutrients absorptiaiycieg consequently
the glycaemia, insulinaemia (Reyna et al. 2003) atsd cholesterol
serum levels (Liatis et al. 2009). Furthermores thypothesized that BGs
may act in activating metabolic pathways througBKiPAkt, which plays

a key role in the pathogenesis of diabetes (Chah 2008).

Studies assessing the effects of BGs in individudie are likely
to develop metabolic syndrome are frequent (Keeztaal. 2007; Kim et
al. 2009), but the evidence of consuming theseedibto improve
glycaemia, HbAlc, insulin levels and lipid profiteindividuals with type
1 or 2 DM is not well established.

Therefore, considering the potential of BGs in raiting the

negative effects of DM, the objective of this sysédic review was to
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evaluate the effects of this type of fibre on blogidcose control of

diabetic individuals.

Materials and Methods

Research Strategy

In February 2013 we conducted an electronic seamchthe

Pubmed databaseht{p://www.ncbi.nim.nih.goy using the following

keywords: diabetes mellitus and beta-glucan, bkteag and glycaemia,
diabetes mellitus and beta-glucan, and beta-glumaesh glucose. To
confirm the results and obtain complementary swgjdia similar
methodology was utilized in the ScienceDirect

(http://www.sciencedirect.com and Scielo databases

(http://www.scielo.org/php/index.php using the same keywords in

English.

Selection of Studies
We selected studies which used BGs in the dietmdi’iduals

with type 1 or type 2 DM. We opted to select onlydses that were
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conducted on humans witliabetes mellitusThere were no restrictions
on the way in which the BGs were introduced inte thet, whether
mixed into other foods or administered in theirgtwrm. Furthermore,
there were no restrictions on the dosage used,riexgetal period,
sample size, language and/or date when the awadepublished.

Three researchers conducted the searches sepasatéiat later
the selected studies could be checked for confgrmith the inclusion
criteria. In cases of deviation among the seledtads, all of the criteria

were reviewed and discussed.

Quality Criteria

Quality criteria were adapted from other systemagwiews
(Pereira et al. 2011; Silva et al. 2012) and inittlstrument proposed by
Jadad (Jadad et al. 1996). The adopted parametees w

Randomized studies: experiments where the diethergroups
were randomized received a score of 2, while nowdeeaized
experiments, or studies in which this fact wasatearly described in the

text, received a score of 1.
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Blind evaluation: Double or single blind studiese®ed a score
of 2, while articles without blind evaluations, where this fact was not
clearly described in the text, received a score. of

Control group: papers which related the use of rebrgroup,
whether in the form of a control diet or a contgnbup of individuals
(non-diabetic individuals) received a score of i) #hose which did not
report the use of a control group or did not cleaite this in the text
received a score of 1.

Placebo: studies using placebo diets received e sab?2, and
studies which did not use or did not clearly ddészruse of placebos
received a score of 1.

Questions about dietary habits: articles which dlesd the use of
a questionnaire or interview with a nutritionisteesed a score of 2,
while those which did not describe the use of astjaenaire received a 1.

Additional variables: articles which evaluated ordgjycaemia
and/or glycosylated haemoglobin (HbAlc) and insildivels received a
score of 1; those which evaluated further variabsegh as total
cholesterol, LDL-c, HDL-c, apolipoproteins, PPAR-etc. received a

score of 2 (Table 1).



39

According to the adopted criteria, the maximum passscore
was 12 points. Other parameters such as age, spetimental period,
dose of BGs, and type of diabetes, among othedsnali earn points but
were used for descriptive purposes in order to rdmnte to the

discussion.

Results

The bibliographic search conducted on PubMed datalyelded
151 articles, and 10 of these were chosen for réngew. The search
using the ScienceDirect database yielded 668 esticHowever, no
additional articles were selected. Scielo datals&sech did not retrieve
any article. Therefore, 10 articles were used is tview (Figure 1).

Out of the selected articles, 9 (90.0%) used omdividuals with
type 2 DM in their samples. In all studies, the agfethe study
participants varied from 11 to 66 years, and theimmim sample number
was eight volunteers, while the maximum was 537086 of the studies,
interviews were conducted by nutritionists to ewa#du participants’

dietary profiles before and during the experimergaftiod. The most
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common methodological difficulties were blindingdattie use of placebo
diet.

As for use of BGs in the diet, the minimal dosecdiégd was 1.8
g/individual/day (Rami et al. 2001), while the maxm was 9.4
g/individual/day (Braaten et al. 1994), and inth# studies the BGs were
derived from oats. The experimental meals with Bé&se consumed in
different formulations; the majority of them werethe form of breakfast
cereals or baked goods (Table 2). In 50% of thdissuthe experimental
meals were consumed in the morning, 10% at lunchrorer, and in 30%
of the studies the time of consumption was notusded or not
described. The parameters which were frequentlyessssl were
glycaemia, HbA1lc, total cholesterol, HDL, and LDhsulin levels were
evaluated in 30% of the articles. The principal moeblogical

characteristics of the selected articles are pteden Table 2.

Discussion
Systematic reviews generally use pre-defined methodtonduct
a wide bibliographic study in order to allow theidgion of an evidence

of a modality of treatment for a specific diseaBlee present review was
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conducted to determine the effectiveness of BGgeitucing blood

glucose levels in patients with DM, as well as &tedmine the most
effective dose needed to obtain these resultsrdardo avoid excluding
any articles, a careful review was conducted byatlithors. Nevertheless,
due to variations in the titles, indexing, and keyus, it is possible that

some articles may not have appeared in the results.

Despite the fact that articles existed which stddree efficacy of
fibre in mitigating the effects of diabetes (Quriieshal. 2002; Jiménez-
Cruz et al. 2004), for the present study we seteordy articles which
mentioned specific quantities of BGs. We also stridwt the criteria
which evaluated methodological quality were defiteded on previous
studies (Jadad et al. 1996; Pereira et al. 2011 e authors’
experiences. Controlled blind randomized studiesive high scores
because of their methodological quality and leved\vadence. According
to the results of the present review, doses of Bgdow 3.5
g/individual/day were not significant in reducintycaemia (Liatis et al.
2009; Cugnet-Anceau et al. 2010) and glycosylatsehtoglobin (Kabir
et al. 2002) in diabetic individuals. It was suggeésthat doses above 6.0

g/individual/day were sufficient to reduce glycaanand insulinaemia
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(Tappy et al. 1996; Tapola et al. 2005). Howevére turation of
consumption was a determining factor in the effyca€ this substance
against these parameters. A 12-week period of dagkystion of a dose of
3.0 g/individual provoked a 46% reduction of glyea in relation to the
control group (Pick et al. 1996), while the samesedingested for four
weeks (Kabir et al.,2002) or 3.5 g/individual/day &ight weeks were not
effective (Cugnet-Anceau et al. 2010). A possibkechanism to explain
the reduction of glycaemia through consumption GfsBs the fact that
this substance creates a gelatinous layer in tiestine that reduces the
absorption of carbohydrates by the enterocytesr{iRey al. 2003). These
fibers promote the formation of soluble viscoususohs which slow the
gastric emptying rate decreasing digestion and rphea of nutrients.
Thus, how higher the layer, lowest is the glucgstake (El Khoury et al.
2012), and this fact explains why studies evalgagmall dose did not

show significant reduction in glucose blood level.

In addition, short-chain fatty acids resulting frahee anaerobic
bacterial fermentation of BG's in the colon may tetated to the
maintenance of glucose and insulin balance (Soraj. &000). It is also

reported in experiments using rats that short cligity acids, such as
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acetate, proprionate and butyrate can enhancexfitession of GLUT-4
via PPAR gamma in muscle fibers and adipocyteseasing glucose
uptake and consequently decreasing blood glucasgg(&t al. 2000).

The influence of fibrous foods with elevated dos¢sBGs on
reducing fasting hypoglycaemia episodes were akgmorted in the
literature (Giacco et al. 2000). Doses of 8.8 giiitial modulated the
increase of insulin and glycaemia in the first 4idutes of the glycaemic
test in individuals with type 2 DM, while for 150 180 minutes, this
dosage caused glucose levels to remain higher nmpadson with the
control group (Tappy et al. 1996)]. However, conption of night-time
snacks containing 1.8 grams of BGs did not prodefects on
hypoglycaemia in children with type 1 DM (JiménemtZ et al. 2004).
Studies investigating the effects of consumption Bsss by human
patients with DM type 1 are scarce. Only one stwdg retrieved in the
present search based on the employed criteria.

The lack of studies evaluating the effectivenesthefuse of BGs
in humans with Type 1 DM-insulin dependent patientsy be related to
the fact that this type of fiber is often used isotdders where there is the

presence of obesity (Behaal et al. 2006; Beck.e2@)9) as is the case
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with type 2 diabetes (Keenan et al. 2007; Silvalet2012). However,
some promising results were found in an animal motig/pe 1 diabetes,
showing that there may be benefits on glycemic rogntand
improvement in antioxidant profile (upregulation 80D and CAT in
liver and kidney), which plays an essential rolealleviating oxidative
stress accompanying diabetes (Mihailovic et al.320Although it was
not the main goal of the present research, it wasd that for plasmatic
lipoproteins, doses between 3.0 and 6.0 g/individag for two to four
weeks decreased levels of triglycerides (Kabir et 2002), total
cholesterol (Reyna et al. 2003; Liatis et al. 200QDL cholesterol
(Reyna et al. 2003), and also caused an increaseélDL-cholesterol
(Kabir et al. 2002; Reyna et al. 2003) (Table Z)pioved lipid profile
due to consumption of BGs is related to the inaa@aghe conversion of
cholesterol into bile acids, which promotes theurtidn of cholesterol
levels in the enterohepatic circulation (Chang kt2813). Another
mechanism was shown by am vitro study, where BGs inhibited the
capture of long-chain fatty acids in intestinalstis, principally when
these substances were present in high concensafimozdowskia et al.

2010).
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Besides, it was observed that the consumption of B&used a
decrease in body mass in individuals with type &bdtes (significant
results were observed for ingestion of doses sop&yi3g/individual/day
during a period of at least three weeks) (Reynal.e2003; Liatis et al.
2009). Again, it is suggested that since the fibeasise increased
viscosity of the chyme, it slows the gastric empdyi causing the
individual to have a satiety feeling leading to #ensumption of less
energy (Cloetens et al. 2012). Furthermore, it Vi@:d that doses
between 4 and 6 grams of BG increased levels otrpatic peptide
hormone PYY (Beck et al. 2009). This hormone iatesd to satiety and
brain signaling of satisfaction, playing an impaotteole in the control of
obesity (Huang et al. 2011).

Another relevant factor to be considered is related the
physicochemical characteristics of this polysaddearsuch as molecular
weight, chemical conformation, solubility, viscgsi&nd positioning its
ramifications (Daou and Zhang 2012). With respecttite molecular
weight, it is considered that BGs with high moleculveight such as
those derived from oats have a higher viscosity,clwhprovides

additional health benefits (better glycemic contamd levels of total
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cholesterol and LDL-c) compared to fibers with loveolecular weight
(El Khoury et al. 2012). Furthermore, it has beeggested that the
functionality of BGs can be altered by their phgsichemical
characteristics, whereas the conformation of palgisaridesp -1,3/1,4
(usually present in the composition from oats) téndhave greater
metabolic potential (Queenan et al. 2007), whilke cbnformation of} -
1,3/1,6 tend to have higher potential immunologi®&bng et al. 2008).
However, both features play metabolic and immuriiac (Vetvicka et
al. 2007; Mantovani et al. 2008).

With respect to the immunostimulatory function,stsuggested
that high molecular weight BGs from fungi directigtivate leukocytes
while the lower molecular weight only modulate tlesponse of cells
previously stimulated by cytokines (Volman et &08). The stimulation
of the immune response caused by BGs may be reiatisl binding on
specific receptors that activate macrophages, whitgers various
processes such as chemotaxis, macrophage migratEgranulation
leading to increased expression of adhesive masaud adhesion to the
endothelium, in addition to increased activity ofdiolytic enzymes,

signaling processes that activate other cells awleton of cytokines
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(Vetvicka et al. 2007). Thus, the consumption ofsHfy diabetic patients
may play an important role not only for glucose leostasis as well as on
the immune system.

Based on the results observed in the studies whehk evaluated
in the present review, BGs can be considered efieubstances in
improving glycaemic and lipid control in individisawith type 2 DM,
with higher doses or lower doses for longer peripdsviding better
results. Out of the 10 studies retrieved, 9 regontetabolic benefits. The
only studied which reported absence of effects em@slucted in type 1
patients (Rami et al. 2001). This fact was expediade as discussed
above, most of the effects of BG are more pronthénintestine reducing
carbohydrates absorption. However, the effecthede fibres on humans
with type 1 DM were not widely studied. It must t@nsidered that it is
difficult to evaluate the effects of BGs on thosdividuals, since they are
often dependent on exogen insulin. Thus, it is eatgyl that studies using
adjunctive therapy in patients with diabetes, dgfie 1 and type 2 BGs
associated with the use of other agents as modsilatoglucose, for
example, regular physical activity, hypoglycemidaven lower doses

insulin. Additionally, due to the inexistence ofnptudinal studies
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evaluating the consumption of these substanceydars, it cannot be

inferred that such consumption will not provokeedetious effects.
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Table 1: Scores for evaluation criteria.

Authors A B C D E F Total
Cugnet-Anceau et al. [8] 2 2 2 2 2 2 12
Liatis et al. [12] 2 2 2 1 1 2 10
Reyna et al. [14] 2 1 2 1 2 2 10
Kabir et al.[10] 2 1 1 1 2 2 9
Pick et al. [28] 2 1 2 1 1 2 9
Jenkins et al. [11] 2 1 1 1 2 1 8
Braaten et al. [23] 1 1 2 1 2 1 8
Tapola et al. [27] 2 1 2 1 1 1 8
Rami et al. [22] 2 1 1 1 1 1 7
Tappy et al. [26] 1 1 2 1 1 1 7

(A) Randomized studies: 2 points; non-randomizedie$: I point. (B) Blind evaluation: 2 points; @ose of
blind evaluation: 1 point. (C) Control group: 2 p$; absence of control group: 1 point. (D) Uselafcebos:
2 points; lack of placebos: 1 point. (E) Questiones about dietary habits: 2 points; non-use of
guestionnaires: 1 point. (F) Analysis of glycaemil/or HbAlc and insulin levels: 1point; additional

variables such as total cholesterol, LDL-c, HDLapplipoproteins, PPAR; etc.: 2points.



Table 2 Summary of the selected studies
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Jenkins
et al.
[11]

Kabir et
al. [10]
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Liatis et
al. [12]

Pick et
al. [28]
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al. [22]
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Tappy Contro 56 years,
etal. I meal. with type
[26] 2 DM.

Tapola Contro 66 years
etal. I meal with type
[27] 2 DM.

Eight
(seven
men and
one

woman).

12 (7 men
and 5
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Four
separate

days.

Five
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tolerance

test on each

day)

Four, six
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| PG with
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Abbreviations: DM= Diabetes Mellitus; CG= Controlr@p; EG= Experimental Group; NC = not clear;

PG= Plasma Glucose; Pl= Plasma insulin; Gl= Glycaemndex; TG= Triglycerides; BMI= Body Mass

Index. The evaluated variables which are not inrd&ults column were not presented because theynatid

show significant differences.
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v

809 articles were excluded

h 4

b

-241 did not fit in the “article” category
=65 were animal studies

-201 were literary reviews

-214 did not involve diabetes

-38 did notutilize beta-glucan

Articles selected: 10

Figure 1 Flowchart of the article search processgushe keywords

“diabetes mellitus” and “beta-glucan” and “glycaaimand “glucose” and

“human”.
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ARTIGO 2 Efeitos metabdlicos do uso d@-glucanos (Saccharomyces
cerevisae) por via oral em ratos com diabetes indidlo por estreptozotocina

Este artigo foi redigido de acordo com as normaa pabmisséo na

British Journal of Nutrition.
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RESUMO

Objetivou-se investigar o efeito da ingestdo de @=Saccharomyses
cerevisaena glicemia e perfil lipoprotéico de ratos diab&$i. Foram
utiizados 24 ratos adultos da linhageWvistar, distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado em 4 gruposnedelo fatorial
2x2 (com e sem diabetes; com e sem BG). A indugididbetes
Mellitus foi realizada através de uma injecéo intraperabde 80mg/kg
de estrepzotocina (animais de jejum de quatro horsssim, animais
com glicemia de jejum acima de 250mg/dl foram adersidos diabéticos.
Quarenta e oito horas apos a inducéo, os roedeceberam doses diarias
de 30 mg/Kg de BG ou solucéo salina por gavageranter28 dias. Os
grupos com DM apresentaram glicemia maior que o®ay controle
além de menor ganho de peso e maior consumo de, ragstdo de
agua e volume urinério. Niveis de colesterol t¢&l), LDL-c + VLDL-

c, triacilglicerdis (TAG) e alanino aminotransfexa@\LT) plasmaticos
também foram superiores nos animais diabéticos,(d¥%0ndo havendo
alteracbes nos niveis de HDL-c. A ingestdo de B@uzi as
concentragfes sanguineas de glicose (30%), TAG )(&2%LT (41%)
(p<0,05). Nao foram observadas alteracdes histlijgatas hepaticas em
qualquer dos grupos. Adicionalmente, os animaisétieos apresentaram
aumento na relacdo vilosidade:cripta (V: C) no duwmagd sem
interferéncia do BG. N&o foram observadas altesagdecarcaca entre 0s
grupos. Conclui-se que o uso de BG reduziu sigtiflamente os niveis
de glicemia, TAG e ALT, mostrando seu potenciapéutico.
Palavras-chave: Doenca MetabdlicaDiabetes Mellitus polissacarideo,

glucanas.
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INTRODUCAO

O diabetesmellitus (DM) € uma doenga caracterizada pelo
aumento da glicemia devido a regulagédo inadequadaeatabolismo de
carboidratos, proteinas e lipidios pelo horméniocpaatico insulind?.
Trata-se de um dos principais problemas de saudiécaimundial que
vem se agravando rapidamente especialmente em spaése
desenvolviment®®. Ademais, a maioria das complicacdes crdnicas da
doenca € altamente incapacitante para a realizigatividades diarias e
produtivas, comprometendo a qualidade de vida duodividuos
acometido$®™.

A prevaléncia de portadores de diabetes estimadmoale 2010
foi de 285 milhdes de pessoas, representando 6g6populacdo adulta
no mundo, havendo previsdo de aumento para 435esilaté 2036 .

As formas de tratamento do DM consistem em tenapiacional,
atividade fisica regular, insulinoterapia e/ou uw® hipoglicemiantes
orais, dependendo do tipo (I ou Il) e estagio denda®®. No entanto, os
medicamentos empregados no tratamento podem afmesefeitos
adversos, como mal estar, fraqueza, diarréia eghgeonia, além de
algumas inconveniéncias como aplicacdes diarias ingalina 9.
Adicionalmente, o tratamento € extremamente ongoasa o0 sistema de
satide™. Desta forma, a investigacdo de novas alternatpas o
tratamento da doenca é altamente relevahté

Dentre as alternativas utilizadas no controle d&enlia,

113,14)

destacam-se os beta-glucanos (B& Estes sdo polimeros

encontrados na parede celular de diferentes plantegeduras que tem
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apresentado eficacia na reducdo das concentraadglecdse sanguinea,
possivelmente pela sua capacidade de aumentar casiade do
conteudo intestinal, formando uma barreira protetajue retarda a
absorcdo de carboidratos e lipid€93®,

Pesquisas sugerem ainda que os BG podem aumentar
sensibilidade a insulina e reduzir os niveis destelol, diminuindo os
riscos de doencas cardiovasculdtéd®? . Além disso, acrescenta- se aos
efeitos benéficos desse polimero, sua capacidadmomodulatéria
contra infeccdes por bactérias quanto por protizeéf>>, com potentes
efeitos sobre a imunidade inata e adaptativa, accqogibui também para
suas propriedades anticancerigef&e)

A efetividade do consumo desse polissacarideo goeptes com
DM ¢é atribuida e dependente de sua massa moleadafprmacéao
quimica, solubilidade, viscosidade e posicionameetsuas ramificacoes
N Além disso, é importante ressaltar que a dos¢eenpo de consumo
dessa substancia sédo fatores que podem determmafisiéncid’®. Os
polissacarideos de conformacfel,3/1,4, caracteristicos de plantas,
tendem a diminuir o colesterol sanguineo, a glieemios niveis de
secrecdo de insulina, enquanto que os de confoonfef3/1,6,
caracteristicos de fungos, tendem a apresentaidad® antitumoral,
antiviral, antimicrobiana e imunomodulatéfig?®3? Entretanto, ambas
as estruturas quimicas desempenham tanto atividedgbolica quanto
imunolégica®®3?)

Desta forma, esses polimeros séo utilizados conbstancias
adjuvantes no tratamento de diversas sindromesanebém sao

importantes fontes de matéria prima para indtgarimacéutica®?. No
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entanto, grande parte dos estudos pesquisam ossefgboglicémicos e
hipolipidémicos do consumo de BG proveniente dentpk (%
2022313435 havendo uma escassez de estudos que investiguémetros
metabdlicos e fisioldgicos relacionados ao BG pnemte de leveduras
(29).

Assim, considerando o DM uma patologia multifatorcam
caracteristica cronica, objetivou-se com o presesteido, avaliar os
efeitos do BG proveniente do fung&accharomyces cerevisae
administrado por via oral, sobre parametros meizdsl de ratos

diabéticos.
MATERIAL E METODOS

Animais

O presente projeto foi aprovado pela CEUA (ComisdéidEtica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Lavsad o protocolo
083/11 e estdo de acordo com a Legislacdo Nacwogahte CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacamal).

Um total de 24 ratos machos adult&aitus norvegicus albinus,
Wistar), em estado higido, com peso de aproximadamente: 28078 g
foi selecionado inicialmente. Os animais foram progntes do Biotério
Central da Universidade Federal de Lavras - UFLést&iormente, os
ratos foram submetidos a um periodo de nove diakiimatacdo com o
ambiente e equipe de execucdo do experimento.afeatlimatizada a

uma temperatura de 20-25°C e com ciclos de 12/t&@shdaro-escuro.
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Racdo comercial e agua foram fornecidas libitum durante todo o
periodo experiment&t®.

Apoés a semana de aclimatacdo, os 30 animais fonddidds de
forma aleatéria de acordo com 0s grupos experingefifabela 1). Foi
utilizado um delineamento inteiramente casualizagioesquema fatorial
2x2 (diabéticos ou né&o, tratados e nado tratados B@j), com seis
repeticdes de um animal cada. Os animais foram edados em gaiolas
metabdlicas individuais para afericdo do volumenanp, consumo de
racdo e consumo de agua diario. Essas medidas fartidas de forma

direta por pesagem e medidas de volume.

Protocolo experimental

Para a inducdo dbiabetes Mellitusexperimental, 18 animais
foram induzidos a jejum de quatro horas e recebeliajacao
intraperitoneal de 80 mg/kg de estreptozoto€iHaApds 48 horas, foram
coletadas amostras sanguineas através da ampud@gianta da cauda
para mensuracao da glicemia (com jejum prévio tte lmras), que foi
feita com glicosimetro Accu-Ch&lda marca Roche (Roche Brasil, S&o
Paulo, SP). Foram considerados diabéticos os anitoai nivel sérico de
glicose de jejum acima de 250 mgfil. Os animais que n&o adquiriram
diabetes foram anestesiados com 50 mg/kg de talpestdico e

eutanasiados através de puncéo cardiaca.

Administracao do p-glucano (BG)
O BG utilizado foi o extrato comercial da pareddulee de

Saccharomyces cerevisjaam doses diarias de 30 mg/kg dissolvidas em
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agua destilada via oral por 28 did8, ao passo que os animais dos
grupos controle receberam solucdo salina, por igpariodo,
administrados por gavagem em volumes iguais denQ,3

Ao final do periodo experimental os animais forarduzidos a
jejum de oito horas e foram eutanasiados por pungédiaca. Para este
procedimento, os ratos foram anestesiados com FRgnue tiopental
sédico via intraperitoneal. As amostras de sanguanf coletadas com
seringa heparinizada e o plasma foi utilizado pdegerminacdo das
concentracbes de CT e fracoes, TAG e ALT, utlizanos Kits
enzimaticos colorimétricos®®. A figura 1 apresenta as etapas
desenvolvidas no decorrer do periodo experimental.

Apoés puncgdo cardiaca, os animais foram submetidalkeé&ura
ampla da cavidade abdominal até a exposicdo dé@e®igternos. Foram
entdo coletados pancreas, figado e fragmentosddesegmento intestinal
(duodeno, jejuno e ileo), os quais foram fixadosfermaldeido a 10%
tamponado e processados rotineiramente para cdéofede cortes
histolégicos que foram corados com Hematoxilinakizse analisados
em microscopia 6pticd”.

Na avaliagdo histopatolégica do pancreas foramreddes os
aspectos de integridade das células das ilhotdsadgerhans, onde as
laminas de cada animal foram avaliadas e clasddgae acordo com o
seguinte escore: (-) normal (nimero de célulasildatas normais), (+)
lesdo leve (numero de células das ilhotas levemetezidas, poucas
células inflamatérias, citoplasma levemente auntenfa(++) leséo
moderada (nimero de células das ilhotas moderadanmeduzidas,

nimero moderado de células inflamatodrias, citoptasnoderadamente
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aumentado) e (+++) lesdo grave (numero de células ithotas
gravemente reduzidas, elevado numero de célulatamaftorias,
citoplasma gravemente aumentadd). Adicionalmente, a anélise
histopatologica do figado foi realizada para iderai possiveis lesdes
microscopicas neste 0rgao. Todas as analises lugtmmetricas foram
obtidas empregando-se um sistema de captura esarddi imagens,
constituido por microscopio binocular Olympus CX8lympus Optical
do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP) com camera acogad80 CMOS Color
Camera for Light Microscopy, Olympus Optical do #ltaLtda, Séo
Paulo, SP). As mensuracdes foram feitas utilizeselo-software Image-
Pro® Express (Targetware Informatica do Brasil LtdayA@ranca, SP).

Dessa forma, nos cortes do intestino delgado, Valiada a
relacdo entre a profundidade de criptas/alturaildsidades. A altura de
vilosidades foi definida como a distancia vertigain) entre o topo da
vilosidade e a juncao vilosidade-cripta. A profulatlie de criptas foi
obtida pela mensuracao da distancia vertical dedjurvilosidade-cripta
até o limite inferior final da cripta. Em cada s&z¢oram mensuradas dez
distancias para profundidade de cripta assim coram m@ltura de
vilosidades, e os valores obtidos para cada segnféanddeno, jejuno ou
ileo) de cada animal foram representados pela neelizrés seccbes
histolégicas*?.

Para avaliacdo de carcaca foi realizada a dissecfele e as
visceras foram removidas. As carcacas dos anima@mfpesadas e secas
para andlise do extrato etéreo e proteina brufréentagem de gordura
na carcaca foi obtida pelo método de Soxhlet eepratpelo método de
Kjeldahl “?.
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Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas atraeéedrdlise de
Variancia (ANAVA) para comparacdo de meédias entse gyupos
estudados em modelo fatorial 2x2 (diabéticos ou, m&bados e ndo
tratados com BG). Quando valores de F indicaraeretica significativa
nas interacdes, estas foram desdobradas entretaestaAs andlises
foram realizadas utilizando-se o programa estadisHAS. O nivel de

significancia foi fixado em p<0,05.

Resultados

Os animais diabéticos apresentaram um aumentoicEmih em
relacdo aos animais ndo diabéticos (p<0,05). OdosBG acarretou em
reducdo da glicemia (30%) somente nos animais fitalsé ndo havendo
qualquer interferéncia nos niveis de glicose samguinos animais
controle (Figura 3).

Com relac¢do ao consumo médio diario de racao,icaunif se que
0s animais diabéticos apresentaram um maior conslimentar em
relacdo aos animais controle (p<0,05), ndo havemfloéncia do
tratamento oferecido. Ja na avaliagdo do peso @rpos resultados
mostraram que 0s animais diabéticos perderam pesoelcao aos
animais nao-diabéticos (p< 0,05), ndo havendoferéancia do consumo
de BG (Figura 2).

Quando avaliados ingestdo de &agua e producao iarinki
observado maior consumo de 4gua e aumento no volumé&rio dos
animais diabéticos em relacdo aos ndo-diabéticdd,@p). O uso do BG

nao interferiu nesses parametros (Figura 2).
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Na analise dos parametros bioquimicos sanguineiosb$ervado
aumento nos niveis de CT e de LDL-c + VLDL-c dosrais diabéticos
(p<0,05) em comparacdo aos animais saudaveis, sesthomna
significativa com o uso do BG. N&o foi observadaratdo nos niveis de
HDL-c (Figura 3). Com relacédo aos niveis de TAGce&r, os roedores
induzidos ao DM, apresentaram aumento desse pacasmtrelacdo aos
roedores ndo induzidos. O uso de BG provocou reddealTAG (32%)
nos animais diabéticos (p<0,05) (Figura B. os niveis sanguineos de
Alanino aminotransferase (ALT) foram maiores nosmais diabéticos
quando comparados aos saudaveis, sendo que BGntafobéficaz em
sua redugéao (41%) nos animais induzidos ao DM (&ig

Em relacdo a avaliagdo histopatoldgica, foi obskyvgue os
animais saudaveis tratados mantiveram as carditasiistoldgicas de
pancreas e figado inalteradas, sem indicacdo d@® lds tratamento.
Entretanto, de acordo com os critérios de avaliatdimados no presente
estudo, os ratos induzidos ao DM por STZ demorsstranma reducao
significativa na quantidade de ilhotas de Langestguando comparados
aos animais normais (Figura 4) (Tabela 2). A aadtistopatoldgica do
figado dos animais, ndo apresentou alteracdes soigpaas visiveis em
qualquer dos grupos.

Na avaliacdo histomorfométrica das medidas intaistimao foi
observada diferenca na relacdo V:C do jejuno e Aerelacdo V:C do
duodeno foi maior nos animais diabéticos, sem émitia do tratamento
com BG (Figura 5).

Na andlise quimica de carcaca, ndo foram obsenditlaencas

no percentual de proteina bruta, extrato etéremiglade nos animais
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induzidos ao DM quando comparados aos animais saisddem

tampouco em decorréncia do consumo de BG (figura 6)

Discusséo

A inducdo ao DM através da STZ € um modelo experiaidem
descrito, comumente utilizado para investigar osansmos da doenca
“3-No presente estudo, a indugédo de DM1 através dado80mg/kg de
STZ via intraperitoneal foi alcangada com sucessngo que 0s animais
induzidos apresentaram aumento da glicemia (p<Cg@b)relacdo aos
roedores ndo induzidos pela droga. Conforme Taplét?, as vias
intravenosa ou intraperitoneal sdo as mais eficazpse apresenta maior
reprodutibilidade e permanéncia da doenca expetahen
Adicionalmente, os autores supracitados sugerenasj@élulas betas das
ilhotas de Langerhans destes roedores sdo muikiveen aos efeitos
toxicos de STZ, de modo doses entre 40 a 80mg/kgadsubstancia
promovem os efeitos desejados.

A administragdo do BG exerceu um efeito benéfico pedfil
glicémico dos animais diabéticos, sendo observada teducdo nos
niveis de glicose sanguinea destes animais. résustados corroboram
com os encontrados por Nantes et*3) onde foi observado que o BG
proveniente do fungdBotryosphaeria rhodingMAMB) administrado a
ratos diabéticos induzidos por dose de 50mg/kg @&, Seduziu a
glicemia dos animais diabéticos em 52% e 17%, oéspenente nas
doses de 12 e 6 mg/Kg. Desta forma, a reducaoickngh frente ao uso

do BG pode estar relacionada a sua capacidadeidéilgamente no
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trato gastro-intestinal, formando uma camada da,ggowmovendo assim
a reducao da absorcao de carboidratos e lipideos.

A dose de 30mg/kg/dia de BG proveniente SEccharomyces
cerevisaefoi utilizada devido aos resultados benéficos atranlos na
literatura sobre sua acdo na modulacdo da respustze ¢ “¢°% No
entanto, de acordo com os resultados do presettdoesis propriedades
dos BG de leveduras vao além dos efeitos imunoratshds, ja que
houve uma melhora de 30% na glicemia dos animaiséticos tratados
com esse polimero. Assim, observa-se que os B@welliras possuem
propriedades imunomodulatérias e metabdlicas, nmmese tornar um
grande aliado para pacientes diabéticos, visto esmes individuos
apresentam, além da hiperglicemia, limitagOes stersia imune.

A utilizagdo do BG neste estudo ndo promoveu mefharas
manifestacdes clinicas oriundas do DM que incluéntomas como
polifagia, politria, polidipsia e emagrecimeitd®”. Contudo, apesar da
reducdo de 30% da glicose sanguinea provocadaBgeJoos animais
diabéticos ainda apresentavam glicemia alta (eman3®bmg/dL), o que
provavelmente explica a ndo remissao total dosssatimicos relatados.

No que diz respeito aos parametros sanguineos ibiaops
observou-se que houve um aumento nos niveis deteaetotal (CT),
LDL-c + VLDL-C e triacilglicerdis (TG), sem alterdag no HDL-c, dos
animais diabéticos em comparacdo com os animamaier A utilizagédo
do BG se mostrou eficaz em reduzir apenas as ctvacéas sanguineas
de TAG (32%) dos roedores diabéticos. Tais resodtarroboram com
os relatos de Nantes et®, onde foi observada ac&o hipolipidemica do
BG proveniente do fungd@otryosphaeria rhodingMAMB), na dose de
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2,4 mg/kg, em ratos Wistar alimentados com umadiet em gordura,
sem alteracdo no HDL-c.

Tais resultados diferem daqueles encontrados por eBal ),
onde o BG proveniente de cevada, administrado sa de 200 mg/Kg
reduziu os niveis de CT, TAG, LDL-c, que se mosirarelevados em
animais diabéticos quando comparados aos normasteNstudo o BG
promoveu também um aumentou do HDL-c nos animalszidos ao
DM. Tal fato pode estar relacionado com a maiolacalade do BG de
origem vegetal em diminuir a absorcdo e reabsodgaolesterol e
acidos biliares no intestino, além de inibir as im@as lipogénicas
responsaveis pela sintese do colesf&olAdemais, foi comprovado que,
in vitro, os BG podem inibir a captacdo de acidos graxasadeia longa
no intestino®**¢5® Assim, sugere-se que a dose de BG fornecida (30
mg/Kg) no presente estudo possa ter sido limitada promover efeitos
hipolipidémicos mais pronunciados.

Quanto a enzima hepética ALT houve um aumento desisn
sanguineos dessa transaminase nos animais indadoM, sendo que
o BG foi eficaz na reducdo deste parametro (41% retucao),
demonstrando assim, um efeito protetor hepaticaaligente, Joo-Wan
®4) observaram um acréscimo de AST e ALT em rataszidds ao DM
por STZ, onde o BG na dose de 200mg/kg, provenidateveia foi
eficiente na reducdo desses parametros. Desta ,faugere-se que a
utilizacdo de BG pode ser um aliado como proteggético ja que tem
sido observado, que a hiperglicemia grave poderiboint para disfuncéao

50)

do figado'
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Os resultados encontrados no presente estudo clagigeas
andlises histolégicas do péancreas confirmam a agdoetogénica da
STZ, uma vez que o numero de ceélulas das ilhotasnfeseveramente
reduzidos. Em relac&o a histologia do figado, méwdrificada qualquer
tipo de alteracdo visivel nos diferentes gruposirAsnenhum sinal de
toxicidade foi detectado pelo uso desse polisséeariDiferentes estudos
sugerem que em animais de laboratério, tal substamggiando
administrada via oral, por um periodo curto (até@tep semanas), é
inofensiva para o organismo, mesmo quando em gsaquintidadeS*™
59).

No que diz respeito a avaliacdo intestinal, foiesbado aumento
da relacédo vilosidade:cripta (V:C) no duodeno damais diabéticos. A
substancia utilizada no presente estudo nao foazfem reduzir esse
parametro nestes animais. Adicionalmente, ndo liservada diferenca
na relagdo V:C do jejuno nem ileo em qualquer dopas. A relacao
V:C é considerada um indicador da capacidade asonb intestino
delgado, sendo diretamente proporcional a eficiéri®@ absorcdo de
nutrientes ©®°®Y)  Estudos prévios®*®® demonstraram também um
aumento semelhante na altura de vilosidades ergtisfade de criptas no
intestino delgado de animais diabéticos. Desta dpreugere-se que o
aumento da relacdo V:C em animais induzidos ao Bjsl sma mudanca
adaptativa compensatoéria do organismo em respgsdifagia, em uma
tentativa de manter quantidades suficientes déentis®?. No entanto,
a dose de BG utilizada no presente estudo na@fpaizzde promover uma
remissdo completa do quadro de DM (os animais apdsareducéo

significativa da glicemia ainda permaneceram diabs}, de forma que
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as adaptacOes intestinais persistiram mesmo deadddecréscimo da
glicemia.

Os resultados observados com relacdo aos parandetranalise
quimica de carcaca corroboram com os encontraddsopet al®?, onde
o teor de proteina, gordura e agua dos animaiszidos ao DM néo
apresentaram diferencas quando comparados aos isncoatrole.
Entretanto, esperava-se que a quantidade de pategordura corporal
dos animais diabéticos fosse reduzida, uma vezagaeficiéncia de
glicose no organismo promove um aumento na lip&éisprotedlise,
fazendo com que as reservas de lipideo dos adigpeitaminoacidos dos
musculos, sejam consumidos para gerar en&ghdeste sentido, sugere-
se que o periodo de 28 dias de experimentacdo pussaer sido

suficiente para promover alteragbes na carcaga.

CONCLUSOES

O consumodiario de BG provenientes da parede celular de
levedura na dose de 30 mg/Kg em ratos diabétieakziu a glicemia
(30%), niveis de triacilglicerois (32%) e AST (41%}sim, a utilizacdo
deste BG pode ser considerada como uma ferramexiteano controle
metabolico de individuos diabéticos, ndo devendoirsgicada como

terapia isolada.
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Tabela 1: Distribuicdo dos grupos experimentais.

Tabela 2: Pontuacdo das laminas histolégicas de péancreasada c
animal.

Figura 1 Etapas do experimento

Figura 2 Parametros relativos a consumo alimentar, varidggmeso
corporal, consumo de agua e excre¢ao urinariatde daabéticos e nao

diabéticos, consumindo BG ou salina durante qusenoanas.

Figura 3 Parametros bioquimicos sanguineos de ratos diabétia
normais tratados ou ndo BG, durante quatro semanas.

Figura 4 Efeito do BG sobre a histologia do pancreas desrdiabéticos
e ndo diabéticos por coloracdo HE (200 x). (A) aémao diabéticos

recebendo salina, (B) animais diabéticos recebeaatioa, (C) animais
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nao diabéticos recebendo BG (30mg/kg), (D) animdiabéticos
recebendo BG (30mg/kg).

Figura 5: Relagéo vilosidade/cripta dos diferersiegmentos do intestino
delgado de ratos normais e diabéticos tratadosdoucam BG, durante

quatro semanas.

Figura 6: Parametros de composi¢do quimica corperahtos diabéticos

e ndo diabéticos, tratados com BG ou salina, deguétro semanas.
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Tabela 1Distribuicdo dos grupos experimentais.

Grupos experimentais Tratamentos

G1 (n=6) N&o-diabéticos + solucao salina

G2 (n=6) Diabéticos + solucdo salina

G3 (n=6) N&o-diabéticos + solucao de beta-glucano
G4 (n=6) Diabéticos + solucéo de beta-glucano

Solugéo de beta-glucano na dose de 30 mg Kg- este gorporal.

-9 -2 1 28
l1Aclimatacio 2Inducio 3Administracio 4 Eutandsia
€ pesagem do do BG
inicial Diabetes

1 Todos os animais foram acomodados em gaiolas metabdlicas individuais e
passaram por um periodo de nove dias de aclimatacio

IPara os animais dos grupos 2 e 4
3Para os animais dos grupos 3 e 4

1Coleta de sangue e tecidos

Figura 1 Etapas do experimento.
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Figura 2 Pardmetros relativos a consumo alimentar, varidgdpeso corporal,
consumo de agua e excregcdo urinaria de ratos wiabét ndo diabéticos,
consumindo BG ou salina durante quatro semanas.
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aPMédias seguidas por diferentes letras minGsculasfeeem as diferencas entre os grupos (diabétitioe

diabético), pelo teste Tukey (p<0,05).

Figura 3 Parametros bioquimicos sanguineos de ratos diabétic normais
tratados ou ndo BG, durante quatro semanas.
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Figura 4 Efeito do BG sobre a histologia do pancreas desrdiabéticos e nédo
diabéticos por coloracdo HE (200 x). (A) animai® miabéticos recebendo
salina, (B) animais diabéticos recebendo saling, g@mais ndo diabéticos
recebendo BG (30mg/kg), (D) animais diabéticosbrendo BG (30mg/kg).
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Tabela 2 Pontuacdo das laminas histoldgicas de pancreaaddeanimal
de cada grupo.

Pontuacéo das lesbes das células das

Grupo Tratamento ilhotas do pancreas p<0,01
) (+) (+4) (+++)

Normal Salina 6 0 0 0 A

Diabético Salina 0 1 3 2 B

Normal BG 6 0 0 0 A

Diabético BG 0 3 3 0 B

2Bviédias seguidas por diferentes letras minGsculaifeeem se referem
as diferencas entre os grupos normais e diabépetus teste Kruskal-
wallis (p<0,01)
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3 COCLUSOES FINAIS

A partir dos resultados observados nos estudogluiese que os BG
foram eficientes na atenuacao dos efeitos indesisjdlo DM tanto em humanos
quanto no protocolo experimental em ratos, sen@ovguacdes quanto a fonte,
dosagem e tipo de BG podem interferir nos resutado

Assim, considera-se que estas fibras devem seizadiils como

substancias auxiliares no tratamento medicametmseencional do DM.
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ANEXOS

Aprovacio da Comiss&o de Etica no Uso de AnimaEA(@ da Universidade

Federal de Lavras

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
PR(j:REIT_ORIA DE PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Cx.P.3037 - Lavras — MG — 37200-000 — (35) 3829-5182 cha@nintec.ufla.br

CERTIFICADO

Certificamos gque o Protocolo n° 083/11, relativo ao projeto intitulado “Efeito
do uso de B-glucanos na imunidade e controle glicémico em ratos
diabéticos submetidos a doenca periodontal induzida por ligadura”, que
tem como responsavel Luciano José Pereira estda de acordo com 0s
Principios Eticos da Experimentacdc Animal, adotados pela Comissédo de
Etica no Uso de Animais (Comissdes Permanentes/PRP-Ufla), tendo sido
aprovado na reuniéo de 08/03/2012.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n° 083/11, related to the project entitled
“Effect of the use of B-glucans in immunity and glycemic control in
diabetic rats submitted to ligature-induced periodontal disease”, under the
supervision of Luciano José Pereira, is in agreement with the Ethics Principles
in Animal Experimentalion, adopted by the Bioethic Committee in Utilization
of Animals (Comissdes Permanentes/PRP-Ufla), and was approved in
March 08, 2012.

Lavras, 08 de margo de 2012.

Sampaio |
ne Yo de Animais CEUA

Universidade Federal de Lavras
Pré-Reitoria de Pesquisa /Comissoes Permanentes
Campus Universitario -

Caixa Postal 3037 / CEP 37200 000 — Lavras, MG - Brasil
Tel.: +55 (35) 3829 b182
cha@nintcc.ufla.br - www.prp.utia.br
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TABELA 1 Andlise de variancia para glicose de rattiabéticos e néo-
diabéticos tratados com solugéo salina, ou betzagiu

FVv GL SQ QM Fc Pr>Fc
DIABETES 1 724190.041667 47920.041667 1661.336 0.0000
GLUCANO 1 31320.375000 31375000 71.851 0.0000
DIAB*GLUC 1 36426.041667 3642616467 83.564 0.0000
erro 20 8718.166667 435.908333

Total corrigido 23 800654620

CV (%) = 7.79

Média geral: 267.8750000 Numaembservagoes: 24

TABELA 2 Andlise de variancia para consumo de ragéaatos diabéticos e
nao-diabéticos tratados com solucado salina, oudietano.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DIABETES 1 805.041667 8nBL667 83.931 0.0000
GLUCANO 1 12.041667 121667 1.255 Ga7
DIAB*GLUC 1 2.041667 21867 0.213 196
erro 20 191.83333 9.591667

Total corrigido 23 1010.958333

CV (%)= 11.45
Média geral: 27.0416667 Numero de observacdes: 24

TABELA 3 Analise de varidncia para variagédo de pdsoatos diabéticos e ndo-
diabéticos tratados com solucgéo salina, ou betzagtu

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DIABETES 1 28773.375000 8723.375000 83.484 0.0000
GLUCANO 1 77.041667 wee7 0.224 0541
DIAB*GLUC 1 360.375000 360.31® 1.046 0.3187
erro 20 6893.166667 344.658333

Total corrigido 23 36103.958333

CV (%) = 55.35
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Média geral: 220.8333333  NUmero de olzsges: 24
TABELA 4 Andlise de variancia para ingestéo de adgiaatos diabéticos e nao-
diabéticos tratados com solucéo salina, ou betzagtu

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DIABETES 1 9009.375000 9009.375000 9.377 0. 0061
GLUCANO 1 495.041667 495.041667 0.515 0.4812
DIAB*GLUC 1 570.375000 7G375000 0.594 0.4500
erro 20 19215.833333 960.791667

Total corrigido 23 29290.625000

CV (%) = 26.75

Média geral: 115.8750000 Ndmero de observacdes: 24

TABELA 5 Analise de variancia para volume urinai® ratos diabéticos e nao-
diabéticos tratados com solucéo salina, ou betzagtu

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DIABETES 1 51735.091837 53.1®1837 531.908 0.0000
GLUCANO 1 90.287604 0.287604 0.928 ®634
DIAB*GLUC 1 46.453838 463838 0.478 08397
erro 20 1945.263517 97.263176

Total corrigido 23 53817.096796

CV (%) = 18.59
Média geral: 53.0454167 méiio de observagodes: 24

TABELA 6 Analise de variancia para colesterol tatel ratos diabéticos e nao-
diabéticos tratados com solugéo salina, ou betzagiu

FV GL Qs QM cF Pr>Fc
DIABETES 1 3876.041667 3876.041667 34.776  0.0000
GLUCANO 1 63.37500  63.375000 0.569 08159

DIAB*GLUC 1 222.041667 222.041667 1.992 0.1735
erro 20 2229.166667 111.458333

Total corrigido 23 6390.625000

CV (%) = 16.46
Média geral: 64.1250000 Numero de observacgodes: 24
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TABELA 7 Analise de variancia para HDL-c de ratombiéticos e nao-
diabéticos tratados com solugéo salina, ou betzagiu

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DIABETES 1 117.041667 117.041667 2.274 0.1472
GLUCANO 1 45.926667 45.926667 0.892 635
DIAB*GLUC 1 58.906667 58.906667 1.145 0297
erro 20 1029.303333 51.4651

Total corrigido 23 1251.178333

CV (%)= 22.52
Média geral: 31.8583333 Numero de observacdes: 24

TABELA 8 Andlise de variancia para VLDL- c+ LDL-cedratos diabéticos e
nao-diabéticos tratados com solucdo salina, oudietano.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DIABETES 1 1818.300417  1818.300417  12.835 0.0019
GLUCANO 1 67.670417 67.670417 0.478 a49
DIAB*GLUC 1 28.383750 28.383750 0.200 0559
erro 20  2833.275000 141.663750

Total corrigido 23 4747.629583

CV (%) = 40.31
Média geral: 29.5291667 Numero de observacgodes: 24

TABELA 9 Analise de variancia para triacilglicerdé ratos diabéticos e néo-
diabéticos tratados com solugéo salina, ou betzagiu

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DIABETES 1 150575.041667 08%5.041667 197.232 0.0000
GLUCANO 1 14751.041667 7%4.041667 19.322 0.0003
DIAB*GLUC 1 7526.041667 75081667 9.858 0.0052
erro 20 15268.833333 763.441667

Total corrigido 23  188120.958333

CV (%)= 17.91
Média geral: 154.2916667  Numero de olzades: 24




107

TABELA 10 Analise de variancia para ALT de ratoaliBticos e ndo-diabéticos
tratados com solugédo salina, ou beta-glucano.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DIABETES 1 123984.375000 123984.375000  117.093  0.0000
GLUCANO 1 14751.041667 14751.041667 13931  0.0013
DIAB*GLUC 1 8626.041667 8626.041667 8.147  0.0098
erro 20 21177.166667 1058.858333

Total corrigido 23  168538.625000

CV (%) = 32.91
Média geral: 98.8750000 Numero de observacgodes: 24

TABELA 11 Analise de variancia para relacéo V:C dewo de ratos diabéticos
e nao-diabéticos tratados com solugéo salina, @adgbecano.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DIABETES 1 10.815704 10.815704 8.711 009
GLUCANO 1 0.403588 0.403588 0.325 579
DIAB*GLUC 1 0.311282 0.311282 0.251 26
erro 20 24.831100 1.241555

Total corrigido 23 36.361673

CV (%) = 54.43

Média geral: 2.0470754 NUmero de observacgdes: 24

TABELA 12 Analise de variancia para relagcdo V:Qijg de ratos diabéticos e
nao-diabéticos tratados com solucao salina, oudietano.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DIABETES 1 0.739943 0.739943 0.564 4415

GLUCANO 1 0.869481 0.869481 0.662 B3

DIAB*GLUC 1 0.089024  0.089024 0.068 a2
erro 20 26.250282 1.312514

Total corrigido 23 27.948730

CV (%) = 58.16

Média geral: 1.9697208 NUmero de observacdes: 24
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TABELA 13 Andlise de variancia para relagdo V:Qoilde ratos diabéticos e
nao-diabéticos tratados com solucdo salina, oudietano.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DIABETES 1 0.215719 0.215719 0.344 5632
GLUCANO 1 1.068960 1.068960 1.704 2086
DIAB*GLUC 1 0.011755 0.011755 0.019 a2s
erro 20 12.549213 0.627461

Total corrigido 23 13.845648

CV (%) = 83.19

Média geral: 0.9521867 Numero de observacdes: 24

TABELA 14 Andlise de variancia para proteina dacaga de ratos diabéticos e
nao-diabéticos tratados com solucdo salina, oudietano.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DIABETES 1 27.392067 27.392067 1.064 az1
GLUCANO 1 2.706817  2.706817 0.105 497
DIAB*GLUC 1 0.248067  0.248067 0.010 0822
erro 20 514.695833 25.734792

-Total corrigido 23 545.042783

CV (%) = 24.62
Média geral: 20.6091667 NUmero de observacdes: 24

TABELA 15 Andlise de varidncia para extrato etéds carcaca de ratos
diabéticos e nao-diabéticos tratados com soludé@masau beta-glucano.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DIABETES 1 1.284090 1.284090 0.764 3923
GLUCANO 1 0.142399  0.142399 0.085 a9
DIAB*GLUC 1 0.058902 68902 0.035 @85
erro 20 33.596891 1.6498

Total corrigido 23 35.082282

CV (%) = 19.66

Média geral: 6.5918979 NUmero de observacdes: 24
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TABELA 16 Analise de variancia para umidade da @aacde ratos diabéticos e
nao-diabéticos tratados com solucdo salina, oudietano.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DIABETES 1 0.134778 0.134778 0.146 7084

GLUCANO 1 0.000011 0.000011 0.000 as

DIAB*GLUC 1 0.511988 501988 0.555 a5a
erro 20 18.457448 922872

Total corrigido 23 19.104226

CV (%) = 1.44

Média geral: 66.7327184 NuUmero de observacdes: 24
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