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RESUMO

B-glucanas (BGL) de leveduras sdo polissacarideos reconhecidos pela sua funcionalidade
fisioldégica como prebidticos. O diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) representa uma preocupacao
de saude publica com elevada prevaléncia em todo o mundo. Para a prevencdo e controle do
DMT?2, a utilizagdo de componentes dietéticos com propriedades funcionais, como prebioticos
e probidticos mostrou-se como uma estratégia promissora. O presente estudo avaliou os efeitos
da BGL de levedura descartada de cervejaria, isolada e em combinacdo com o probidtico
Lactobacillus acidophilus LA-5 (LA5), na composicéo e metabolismo da microbiota intestinal
de pacientes diabéticos tipo 2. A BGL, obtida a partir de creme de levedura descartado em
cervejaria, foi caracterizada por meio de ressonancia magnética nuclear. Foram avaliados os
tratamentos com BGL (7,5 g), LA5 (10° UFC/g) e LA5-BGL [LA5 (10° UFC/g) + BGL (7,5
g)] administrados uma vez ao dia durante 7 dias. Modelo dindmico de fermentacdo colonica
utilizando o Simulador do Ecossistema Microbiano Intestinal Humano (SHIME®), foi aplicado
e a microbiota intestinal foi avaliada nos diferentes tratamentos quanto a composicdo e
diversidade por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA. Paralelamente foram mensurados
0s ions de amonia e os niveis de &cidos graxos de cadeia curta nas amostras. A BGL associada
ou ndo com a cepa probidtica LA5 contribuiu para o equilibrio da microbiota intestinal de
individuos diabéticos. Houve um aumento significativo na riqueza microbiana nos grupos
tratados em comparacdo ao controle (microbiota intestinal de diabéticos tipo 2 sem
administracdo de tratamento), sendo evidenciados indice Chaol de 61,75 para BGL; 40,00 em
LA5; 55,50 em LA5-BGL e 10,5 no controle (p=0,028). BGL, LA5 e sua associacao
aumentaram a abundancia relativa de Bacteroides, Alistipes, Lactobacillus, Subdoligranulum e
Acidaminococcus, assim como o0s niveis de acidos graxos de cadeia curta (propionato, butirato
e acetato). A BGL e LAS5 aumentaram a secrecdo da citocina pro-inflamatoria IL-6 (p<0,05),
com as maiores concentracdes observadas no grupo LA-5, sequidas pelo BGL e LA5-BGL.
Todos os tratamentos aumentaram a citocina anti-inflamatoria IL-10 (p<0,05), com as maiores
concentracdes de IL-10 nos tratamentos BGL e LA5-BGL. Os resultados indicam potenciais
efeitos benéficos da BGL associada ou ndo ao LA5 na microbiota intestinal e indicadores
metabolicos de adultos com DMT2, podendo vir a ser utilizado como adjuvante no tratamento
dessa patologia, via modulacdo da microbiota intestinal. Os resultados deste estudo abrem
perspectivas promissoras para futuras pesquisas, incluindo ensaios clinicos em larga escala para
confirmar os beneficios observados na modulacdo da microbiota intestinal e nos indicadores
metabolicos de pacientes com DMT2. Além disso, destaca o potencial para desenvolver
produtos funcionais sustentaveis, aproveitando subprodutos industriais.

Palavras-chave: B-glucana; Disbiose Intestinal; Acidos Graxos de Cadeia Curta; Diabetes
Mellitus Tipo 2; Probidticos.



ABSTRACT

Yeast B-glucans (BGL) are polysaccharides recognized for their physiological functionality as
prebiotics. Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is a public health concern with a high prevalence
worldwide. The use of dietary components with functional properties, such as prebiotics and
probiotics, has proven to be a promising strategy for T2DM prevention and management. This
study evaluated the effects of BGL derived from discarded brewery yeast, alone and in
combination with the probiotic Lactobacillus acidophilus LA-5 (LA5), on the composition and
metabolism of the gut microbiota of type 2 diabetic patients. BGL, obtained from discarded
brewery yeast cream, was characterized by nuclear magnetic resonance. Treatments with BGL
(7.5 g), LA5 (10° CFU/g), and LA5-BGL [LA5 (10¢ CFU/g) + BGL (7.5 g)] were administered
once daily for seven days. A dynamic colonic fermentation model using the Simulator of the
Human Intestinal Microbial Ecosystem (SHIME®) was applied, and the gut microbiota was
assessed across treatments in terms of composition and diversity using 16S rRNA gene
sequencing. Ammonia ions and short-chain fatty acid levels were also measured. BGL, alone
or combined with the probiotic strain LA5, contributed to balancing the gut microbiota of
diabetic individuals. A significant increase in microbial richness was observed in the treated
groups compared to the control (T2DM gut microbiota without treatment), with Chaol indices
of 61.75 for BGL, 40.00 for LA5, 55.50 for LA5-BGL, and 10.5 for the control (p=0.028).
BGL, LAD5, and their combination increased the relative abundance of Bacteroides, Alistipes,
Lactobacillus, Subdoligranulum, and Acidaminococcus, as well as the levels of short-chain
fatty acids (propionate, butyrate, and acetate). BGL and LA5 enhanced the secretion of the pro-
inflammatory cytokine IL-6 (p<0.05), with the highest concentrations observed in the LA5
group, followed by BGL and LA5-BGL. All treatments increased the anti-inflammatory
cytokine 1L-10 (p<0.05), with the highest I1L-10 levels found in the BGL and LA5-BGL
treatments. These findings indicate potential beneficial effects of BGL, alone or in combination
with LA5, on the gut microbiota and metabolic markers of adults with T2DM, suggesting its
potential use as an adjuvant in the treatment of this condition via gut microbiota modulation.
The results of this study open promising avenues for future research, including large-scale
clinical trials to confirm the observed benefits on gut microbiota modulation and metabolic
markers in T2DM patients. Furthermore, they highlight the potential for developing sustainable
functional products by utilizing industrial by-products.

Keywords: B-glucan; Gut Dysbiosis; Short-Chain Fatty Acids; Type 2 Diabetes Mellitus;
Probiotics.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca metabdlica progressiva, caracterizada pela
resisténcia a insulina e/ou disfun¢do das células betas pancreaticas (Galicia-Garcia et al., 2020).
Os principais tipos de DM sdo o tipo 1 e o tipo 2. O tipo 1 é uma doenga autoimune que leva a
destruicdo das células betas do pancreas, geralmente iniciando-se na infancia ou adolescéncia,
e estd associado a fatores genéticos (Muller et al., 2024). J& o DM Tipo 2 (DMT2) é mais
comum na fase adulta e na velhice, e 0 seu desenvolvimento esté relacionado a fatores como a
hereditariedade, etnia e os habitos de vida inadequados, incluindo uma alimentacdo
desequilibrada (Zheng; Ley; Hu, 2018; Caires; Chiachio, 2020; Felipe et al., 2021).

O tratamento do DMT2 envolve a terapia medicamentosa e modificacbes no estilo de
vida, visando melhorar a qualidade e expectativa de vida dos pacientes, além de evitar o
surgimento de complicac@es associadas como doengas cardiovasculares, neuropatia, retinopatia
e nefropatia (Tafoya, 2023).

A prevaléncia mundial de pessoas diabéticas com idade entre 20-79 anos triplicou nas
ultimas duas décadas. Observa-se que esse aumento passou de 151 milhdes de pessoas no ano
de 2000 para 463 milhdes em 2019 (International Diabetes Federation, 2019). Em 2021,
estimava-se que 529 milhdes de pessoas viviam com DM, um nimero que dobrara para cerca
de 1,31 bilhdo até 2050. A taxa global de prevaléncia de DM, padronizada por idade, foi de
6,1%. Essa prevaléncia é impulsionada quase inteiramente pelo DMT2, que representou mais
de 96% dos casos de DM em todo o mundo (Ong et al., 2023).

O Brasil ocupava em 2019 o quinto lugar entre os paises com 0 maior nimero de pessoas
com DM, com cerca de 16,8 milhdes de pessoas diagnosticadas pelos dois tipos da doenca
(Institute For Health Metrics and Evaluation Population Health Building, 2021).

A utilizacdo de componentes dietéticos com propriedades funcionais incluindo
prebioticos e probiodticos tém mostrado ser uma estratégia promissora para o tratamento do
DMT?2 (Wang et al., 2023). Estudos observaram efeitos positivos da suplementagcdo com esses
componentes bioativos no tratamento da obesidade, na reducdo da gordura visceral e dos
lipideos sanguineos, na resposta pos-prandial da insulina e glicose, para modulagdo da resposta
inflamatdria, além da atuagdo como substratos fermentaveis para modificacdo da microbiota
intestinal (Carvalho; Galldo; De Brito, 2021; Costa, 2021). Dentre os prebidticos, destaca-se a

B-glucana (BGL), um polissacarideo ndo digerivel com potencial funcional relevante.
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BGL de levedura sdo polissacarideos insoluveis derivados da parede celular de
leveduras que apresentam caracteristicas estruturais distintas e composicdo diversificada,
contendo glucanos de ligagdes mistas (B1—3), (B1—6), (a1—4) e (B1—4) (Bastos et al., 2022).
Esses polissacarideos possuem forte atividade bioldgica, incluindo a reducdo da resposta pés-
prandial de glicose no sangue, diminuicédo do nivel de colesterol sérico, combatendo infeccdes,
resistindo a oxidacdo e promovendo estimulagdo imunolégica e atividade antitumoral (Lin;
Han; Wu, 2024).

BGL obtidas de Saccharomyces cerevisae descartada em cervejaria como subproduto
da fermentacdo tém sido reconhecidas pela sua funcionalidade (Sampaolesi et al., 2022). Estudo
recente relatou atividade prebidtica de BGL de levedura semelhante a da inulina, que é
universalmente reconhecida como um prebidtico (Wang et al., 2020). Prebioticos sdo
ingredientes alimentares que promovem o crescimento de probidticos no célon e estimulam o
sistema imunolégico, auxiliando na prevencao e no tratamento de diversas patologias (Yadav
etal., 2022).

Microrganismos probidticos sdo definidos como microrganismos que, quando
administrados em doses adequadas, promovem beneficios para a saude do hospedeiro. Em
virtude disso, sdo capazes de modificar o perfil da microbiota intestinal e consequentemente
influenciar os parametros metab6licos, como a melhora da sensibilidade a insulina (Salgaco et
al., 2020; Hill et al., 2014). Guedes et al. (2019), observaram efeito protetor da BGL de levedura
frente a cepas probioticas, semelhante aquele exercido por fruto-oligossacarideos (FOS).

Salgaco et al. (2023) observaram a que a cepa probidtica Lactobacillus acidophilus-
LAS5 (LA5) promoveu um aumento na diversidade microbiana, melhora do perfil metabdlico,
diminuindo a producéo de ions de amdnia e elevando os niveis de acido butirico, um metabdlito
crucial para o controle glicEmico na microbiota intestinal de pacientes com DMT2. Entretanto
os efeitos da BGL de levedura descartada em cervejaria, associada ou ndo com LAS5, na
microbiota intestinal de pacientes de DMT2 usando o Simulador de Ecossistema Microbiano
Intestinal Humano (SHIME®) ndo foram avaliados. Diante do exposto, o presente estudo teve
como objetivos avaliar os efeitos da BGL de leveduras descartadas em cervejaria, do LA5 e

LA5-BGL na composigdo da microbiota intestinal de adultos com DMT2 usando o SHIME®.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 ESTRUTURA E BIOATIVIDADE DA B-GLUCANA DE LEVEDURA

As BGL de levedura sdo polimeros de glicose de uma cadeia principal de B (1,3) -glucana
linear com cadeias laterais ligadas em [ (1,6) (Zhu; Du. Xu, 2016). A parede celular
de Saccharomyces cerevisiae € uma fonte importante de BGL. A BGL de Saccharomyces
cerevisiae é formada por um esqueleto central linear composto por unidades de glicose ligadas
na posicao B (1-3). Este esqueleto linear € complementado por cadeias laterais unidas em f (1-
6), que ocorrem em diversas posi¢cdes e apresentam tamanhos variados (Vuscan et al., 2024)
(Figura 1).

Figura 1: Glucana de levedura composta por cadeia 1,3-glicosidica linear de

mondmeros de -D-glicose ligada por uma ligagdo P 1,6- glicosidica.
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Fonte: Bashir; Choi, 2017.

Leveduras do género Saccharomyces sdo amplamente utilizadas em cervejarias para
fermentacao e geram grandes volumes de células excedentes ap0s o0 processo. Esse subproduto,
pode ser reutilizado em novas fermentacdes até limites de viabilidade celular e contaminacao.
Frequentemente usado como racdo animal, também pode ser destinado a extracdo de BGL,
reconhecidas por suas propriedades bioativas, embora ainda seja inadequadamente descartada
em alguns casos (Rubio et al., 2020; Marson et al., 2020; Jaeger et al., 2020). Devido a sua
composigdo quimica, esses subprodutos tém potencial para reintegracdo sustentavel na
bioeconomia circular (Farcas et al., 2022).

Para cada 100 L de cerveja produzidos, geram-se entre 1,5 kg e 3 kg de levedura

descartada, resultando em uma producgéo anual de até 400 milhdes de quilos de biomassa. Essa
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biomassa, devido a sua composi¢do rica em nutrientes e compostos funcionais, apresenta um
grande potencial para a reutilizacdo e extracdo desses compostos, com destaque para a BGL.
Por sua versatilidade, ndo deve ser desperdicada, pois € um recurso importante para diversas
aplicacdes tanto industriais, quanto para a promocdo de beneficios a saude (Gautério et al.,
2022).

Os beneficios da BGL para a satde estédo relacionados ao seu potencial em estimular
o sistema imunoldgico (Spacek et al., 2022), atividade antitumoral (Geller; Shrestha; Yan,
2019), antiinflamatdria (Cerné et al, 2020), cardioprotetora e redutiva do estresse oxidativo
(Wang et al., 2022), hipocolesterolémica (Sima; Vannucci; Vetvicka, 2018) e antidiabética
(Caoetal., 2017). A BGL de levedura também pode atuar na atenuacdo da doenca inflamatoria
intestinal e contribuir para uma regulacdo positiva da microbiota intestinal (Yang et al., 2024),
apresentando propriedades prebidticas, além de regular as respostas imunes no intestino
(Charlet et al., 2018; Gudi et al., 2019; Zhen et al., 2021).

Além disso, a BGL de levedura apresenta propriedade antiobesogénica remodelando
a microbiota intestinal, melhorando principalmente a abundancia de bactérias relacionadas a
producdo de AGCCs, como Anaerostipes , Coprobacillus e Roseburia, e reduzindo a
abundancia de bactérias associadas a obesidade, como Parabacteroides e Lactococcus
(Muthuramalingam et al., 2020).

Essas propriedades estdo associadas aos mecanismos moleculares da BGL de levedura
e sua ligacdo a receptores celulares especificos, como a Dectina-1, ao longo do revestimento
intestinal e células imunes especificas, como células apresentadoras de antigeno. A resposta
imune inata dependente de Dectina-1 induzida pela BGL na mucosa intestinal envolve fatores
reguladores imunes e pré-inflamatdrios (Vries et al., 2020). Ainda a BGL de levedura da
cerveja e capaz de induzir a fagocitose e a producgéo de citocinas e quimiocinas, como IL-10,
IL-6 e IL-23, mediadas pela quinase Syk (Jesus, 2022).

Estudos indicam que a BGL de levedura pode ativar células do sistema imunoldgico,
como 0s macrdfagos, e melhorar a resposta imunologica em doencas, como 0 DMT2. Ela tem
0 potencial de aumentar a producgéo de IL-10 em mondcitos, o que pode, por sua vez, regular a
atividade das células NK (natural killer). Essas células desempenham um papel crucial na
modulacéo das respostas inflamatorias e metabolicas, o que é relevante para 0 manejo do DMT2
(Hermans et al., 2021; Zhu et al., 2023).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bifidobacterium
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2.2 DIABETES MELLITUS TIPO 2

O DM é uma patologia de origem metabdlica e natureza crbnica, caracterizada
predominantemente pela hiperglicemia. Essa condi¢do decorre de disfunc¢des na producdo de
insulina, na sua acdo, ou em ambas as func@es (Siller et al., 2020; Howsawi; Alem, 2024).

Com base em suas caracteristicas e mecanismos fisiopatoldgicos, o DM é classificado
em duas categorias principais. O DMT1 decorre da destruicdo autoimune das células betas
pancredticas, resultando em deficiéncia absoluta de insulina, incluindo variantes como o
diabetes autoimune latente do adulto. O DMT2 é caracterizado pela perda progressiva da
capacidade de secrecdo adequada de insulina pelas células betas pancreaticas, geralmente
associada a resisténcia a insulina. Além desses, existem outros tipos de diabetes relacionados a
causas especificas, como alteracBes genéticas, doencas do pancreas e uso de determinados
medicamentos (El-sayed et al., 2023).

O DMT2 ¢ a forma mais comum da doenca, e seu aumento continuo esta intimamente
ligado a fatores econémicos, sociais e demogréaficos que influenciam os padrées de salde em
escala global (Yan et al., 2023). Segundo a ADA (2024), o diagndstico do DMT2 pode ser
feito através de testes de hemoglobina glicada (>6,5%), glicemia de jejum (=126 mg/dL) ou
teste de tolerancia a glicose oral (=200 mg/dL ap0s 2 horas). Caso 0 paciente apresente sintomas
classicos de hiperglicemia, um Unico teste positivo pode ser suficiente para o diagndstico. O
exame deve ser repetido para confirmagdo em situacgdes padréo.

O diagndstico precoce e o tratamento adequado nas fases iniciais da doenca sdo de
fundamental importancia para evitar progressdo e o surgimento de complicacBes crénicas
(SBD, 2024). Dentre as principais complicacdes, ressaltam-se alteracdes cardiovasculares,
neuroldgicas, retinopatias e nefropatias (Muzy et al., 2021; Campos et al., 2024). Essas
complicagbes do DMT2 impactam significativamente a qualidade de vida dos individuos
afetados, resultando em consequéncias fisicas, psicoldgicas, sociais e econdmicas (Wang et al.,
2024).

O DMT2 ocorre mais frequentemente em adultos de meia-idade e idosos, e sua causa €
multifatorial (Ortiz-Martinez et al., 2022). Além disso, o risco é aumentado por diversos fatores,
como dieta, estilo de vida, obesidade abdominal, idade, histérico familiar, hipertensdo arterial
e dislipidemia. Desta forma, destaca-se a importancia de tratamentos individualizados para o

DMT2, que combinam mudangas no estilo de vida, como dieta e atividade fisica, com terapias
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farmacoldgicas, ajustados as necessidades clinicas de cada paciente (Galindo et al., 2023).
Além disso, estudos recentes investigaram a coadministracdo de probidticos e prebidticos como
adjuvantes a farmacoterapia, fornecendo também uma estratégia de tratamento eficaz no
manejo dos sintomas de hiperglicemia no DMT?2 (Viteta et al., 2023).

Recentemente, a modulacédo da microbiota intestinal tem emergido como uma estratégia
promissora para a prevencdo, controle e tratamento adjuvante do DMT2, com evidéncias
sugerindo seu impacto positivo na regulacdo do metabolismo e na melhora da resposta
insulinica (Zhou et al., 2022; Paul et al., 2022).

2.3 A INFLUENCIA DA MICROBIOTA INTESTINAL NO DIABETES MELLITUS TIPO 2

Os mecanismos pré-inflamatorios desempenham um papel central no desenvolvimento
do DMT2, envolvendo o acumulo de tecido adiposo disfuncional, que produz citocinas
inflamatorias em excesso, e uma disfuncdo do sistema imunoldgico. Esses fatores contribuem
para a resisténcia a insulina e perpetuam um estado inflamatério sistémico, agravando o
controle glicémico (Wondmkun, 2020; Salazar et al., 2020).

AlteracGes na microbiota intestinal também podem tornar individuos mais susceptiveis
a problemas de saude relacionados ao DMT2 (Li et al., 2020). A microbiota intestinal humana
€ um ecossistema complexo, composto por uma rede ecoldgica multifacetada de bactérias,
eucariotos, archaea, virus e bacteriofagos. Esta comunidade de microrganismos € responsavel
pela protecdo do hospedeiro contra patégenos, estimulando e modulando o sistema
imunolodgico, produzindo metabdlitos essenciais e nutrindo as células gastrointestinais
(Matenchuk; Mandhane; Kozyrskyj, 2020). Cerca de 10 — 100 trilhdes de células microbianas
simbioticas vivem no intestino humano. A comunidade bacteriana intestinal, em especifico,
pode ser dividida principalmente em 2172 espécies isoladas em seres humanos, classificadas
em 12 diferentes filos, dos quais 93,5% pertencem aos géneros Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria e Bacteroidetes (Giambo, et al., 2021).

A composicao e diversidade bacteriana da microbiota intestinal pode ser alterada por
diversos fatores, como transi¢des infantis (idade gestacional de nascimento, tipo de parto,
praticas de amamentacao, desmame infantil), habitos alimentares, idade, etnicidades, habitos
culturais e de estilo de vida (pratica de exercicios fisicos, consumo de alcool), fatores

geograficos e ambientais, estresse, obesidade, o consumo de probidticos e prebioticos,
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antibioticoterapia, comorbidades intestinais e doengas metabdlicas (Tomova et al., 2019; Wong
et al., 2018; Rinniella et al., 2019; Milanovic et al., 2019).

Ainda, o hébito alimentar é um dos fatores que também pode influenciar na microbiota
intestinal. Dietas com baixo teor de fibras, proteinas e gorduras tém sido associadas ao aumento
da inflamacdo e da permeabilidade intestinal, alterando a translocacdo de populacdes
bacterianas e metabolitos que modulam a inflamacéo. Além disso, os metabolitos derivados da
microbiota intestinal, incluindo bacteriocinas, AGCC e vitaminas, parecem desempenhar um
papel vital na ativacdo da resposta imune intestinal, protegendo contra patdgenos externos
(Sakkas et al., 2020; Costa, 2021).

A disbiose pode acarretar em aumento da permeabilidade intestinal, e,
consequentemente, a passagem de lipopolissacarideo (LPS) para a circulacdo sistémica,
causando uma endotoxemia metabdlica e gerando um estado inflamatdrio crénico (Pantoja et
al., 2019). A passagem de LPS e endotoxinas para a corrente sanguinea é chamada de “sindrome
do intestino permeavel” (do inglés, leaky gut syndrome), que desempenha um papel crucial na
patogénese de varias doencas, como a DMT2 (Zhang et al., 2020).

Existem evidéncias de que o DMT2 esté associado a inflamacao cronica de baixo grau
(Gomes; Accardo, 2019). A disbiose intestinal e o influxo de fatores microbianos tém sido
associados a inflamacéo e ao metabolismo da glicose prejudicado (Zhang et al., 2020). Além
disso, a funcdo da barreira epitelial sofre interferéncia dos niveis glicémicos, uma vez que o
estado de hiperglicemia favorece o influxo anormal de produtos microbianos
imunoestimuladores e a difusdo sistémica de patdgenos intestinais (Thaiss et al., 2018).

Conforme mencionado, mudancas na microbiota intestinal influenciam nos metabolitos
intestinais, afetando a producéo de butirato e acetato. Esses metabolitos estdo relacionados com
a resisténcia a insulina e, consequentemente, o controle glicémico. Sendo o butirato e o
propionato os principais responsaveis pela melhora na glicemia (Vallianou; Stratigou;
Tsagarakis, 2019). O butirato, em sua maioria sintetizado por bactérias do Filo Firmicutes, é
considerado uma fonte de energia primaria para as células do colon do hospedeiro, tendo ainda
efeitos sob a homeostase energética. Bactérias do Filo Bacteroidetes produzem essencialmente
acetato e propionato, sendo o propionato responsavel pela regulacdo da gliconeogénese e da
saciedade, apds transferéncia para o figado. O acetato é 0 AGCC em maior quantidade no figado
e exerce efeitos sobre a lipogénese e no metabolismo do colesterol, bem como na regulacdo
central do apetite (Alves, 2021; Pinto, 2019).
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As proteinas da dieta também modulam a composi¢do da microbiota intestinal e a
producdo de metabolitos. Enquanto a fermentacdo de carboidratos ndo digeriveis gera AGCC,
as proteinas sdo as principais fontes de nitrogénio utilizadas na multiplicacdo de
microrganismos da microbiota intestinal, sendo sua fermentacéo responsavel pela producéo de
AGCC e amonia, entre outros metabolitos proteoliticos como poliaminas, fendis, indois, acidos
graxos ramificados e sulfeto de hidrogénio (Alvares et al., 2021). Assim, a interacio entre
proteinas da dieta, prebidticos e probidticos desempenha um papel crucial na modulagdo da
microbiota intestinal e na producdo de metabolitos, contribuindo para a manutencao da salde

intestinal.
2.4 PREBIOTICOS E PROBIOTICOS

Prebidticos sdo definidos como substratos utilizados seletivamente por microrganismos
do hospedeiro conferindo beneficios a saude. Prebidticos devem apresentar algumas
caracteristicas especificas, tais como: resisténcia a acidez gastrica, hidrélise por enzimas
digestivas e gastrointestinais; fermentacdo pela microbiota intestinal e promoc¢do do
crescimento de microrganismos probidticos (Gibson et al., 2017; Guarino et al., 2020).

Além disso, para que um componente seja considerado prebidtico, ele deve ser seguro
para consumo e demonstrar beneficios a satde que sejam mediados pela microbiota intestinal.
Ainda, é essencial que a ingestdo desse componente esteja associada a alteracdes na microbiota
intestinal do hospedeiro, influenciadas pela atividade dos microrganismos presentes no
intestino. Assim, sdo essas alteracdes, juntamente com os beneficios a satde que delas resultam,
que definem um alimento como "prebiotico™ (Gibson et al., 2017; Swanson et al., 2020).

A maioria dos prebi6ticos requer uma dose oral superior a 3 g por dia para exercer um
efeito benéfico. No entanto, um consumo minimo diario de 3 g de prebidticos € considerado
suficiente para proporcionar beneficios, relacionados a saude intestinal e ao equilibrio da
microbiota intestinal (Gibson et al., 2017; Neves, 2024). Por outro lado, doses de até 20 g por
dia podem ser necessarias para alcancar resultados terapéuticos especificos (Holscher; Hutkins;
Sanders, 2021).

Algumas fibras dietéticas possuem alegacao prebidtica, uma vez que a ingestdo desses
componentes tem um efeito notavel no equilibrio da microbiota intestinal e na satde. Todavia,
nem todas as fibras podem ser classificadas como prebidticas. Até o momento, apenas 0s

oligossacarideos resistentes, frutanos (FOS, oligofrutose e inulina) e galactanos, estdo bem


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ingestion
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/inulin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fructose-oligosaccharide
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documentados na literatura como prebidticos (Rezende; Lima; Naves, 2021). Outros
compostos, que ndo necessariamente carboidratos, também podem apresentar alegacdes
prebidticas, como € o caso das proteinas ndo digeriveis ou peptideos bioativos, acidos graxos
insaturados e compostos bioativos (Ashaolu et al., 2019).

O consumo de prebioticos estd associado a diversos efeitos positivos para a saude,
atuando na prevencdo de alergias (Brosseau et al, 2019), remissdo de doencas inflamatorias
intestinais (Zhang et al, 2021), diminuicdo do risco de cancer (Zene et al, 2017), reducéo do
risco de doengas cardiovasculares e diabetes (Lockyer; Stanner, 2019). Esses efeitos estéo
associados aos mecanismos diretos ou indiretos que influenciam na saude do hospedeiro. Os
prebiodticos possuem a capacidade de aumentar a secrecdo de IgA e de mucinas, importantes
para a manutencdo da barreira intestinal, além de estimular maior taxa de proliferacdo de
colondcitos, aumentar o recrutamento de leucdcitos aos locais de inflamac&o, promover um
balanco na producéo de citocinas pro-inflamatérias e aumentar a capacidade osmética do lumen
intestinal (Figura 2) (Brosseau et al, 2019; Tavares, 2021).

Figura 2: Mecanismos de acao dos prebidticos.
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Fonte: Tavares, 2021.

Legenda: Producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) através de sua
fermentacdo pelos microrganismos, maior absor¢do de minerais como calcio, ferro e
magnésio, diminui¢do do pH luminal e regulacéo do sistema imunoldgico (com aumento
da produgéo de IgA e modulagéo da producéo de citocinas).
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Os prebioticos quando fermentados pelas bactérias intestinais resultam na producao de
AGCC, como propionato, butirato e acetato. A producdo desses acidos tem efeitos benéficos,
incluindo melhora da integridade da membrana intestinal e absor¢céo de minerais, reducéo dos

niveis glicémicos e do peso corporal, melhora da imunidade e modulacéo de biomarcadores
metabolicos, cardiovasculares e inflamatorios (Oniszczuk et al., 2021; Portincasa et al., 2022).
Além dos efeitos benéficos dos prebidticos na producdo de AGCC e na saude intestinal,
0s probidticos desempenham um papel complementar. Definidos como “microrganismos Vivos
que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio a saide do
hospedeiro” (Hill et al., 2024), os probioticos possuem, em sua maioria, a capacidade de aderir
ao trato gastrointestinal, se multiplicar, colonizar e modular o sistema imunolégico, além de
suprimir competitivamente os patdgenos, embora nem todas as cepas apresentem essa
habilidade imunomoduladora (Guimarées et al., 2020; Schepper et al., 2017). Em geral, os
beneficios dos probidticos para os consumidores vao além da mediagdo da microbiota intestinal
com base em mecanismos associados.

O consumo de compostos funcionais, como 0s probi6ticos, previne o desenvolvimento
de doengas cronicas ndo-transmissiveis (DCNT), contribuindo para a manutengdo e promogao
da satde (Junior; Dias; Simas, 2020). Estudos relatam os efeitos benéficos da ingestdo dos
probiéticos, tais como a reducédo na hiperglicemia (Kassain et al., 2018), diminuic¢éo da glicose
em jejum (Razmpoosh et al., 2018) e reducdo da resisténcia a insulina (Kobyliak et al., 2018).

Lactobacillus é um género microbiano importante, rico em espécies que proporcionam
beneficios a satde (Zheng et al., 2020). Esse género é muito empregado na producao alimentar
e faz parte do grupo das bactérias acido-lacticas (BAL), cujo principal produto metabdlico é o

acido latico obtido através da fermentagdo de uma variedade de carboidratos (Lunardi et al.,
2021). As BAL sdo uteis na prevencdo ou redugdo da progressdo do diabetes, isso porque
diminuem significativamente o estresse oxidativo, regulam a atividade da a-glicosidase e
aumentam a biossintese de glutationa pancreatica, reduzindo assim 0 estresse oxidativo no
pancreas (Jeong et al., 2021).

As especies de probioticos mais estudadss com relagdo ao DMT?2 pertencem aos géneros
Bifidobacterium e Lactobacillus e grupos associados. L. acidophilus, Lacticaseibacillus
rhamnosus, Lactobacillus gasseri e Lacticaseibacillus casei demonstraram exercer efeitos
antidiabéticos. No entanto, seus mecanismos ainda ndo foram bem definidos, mas podem incluir

mudangas favoraveis na composicdo e / ou atividade da microbiota intestinal, inibicdo da


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/lactobacillus
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atividade da a-glucosidase, producédo de acido lactico antimicrobiano, melhora de fungéo de
barreira intestinal, modulacdo imunolodgica, producdo de AGCC e regulacdo do metabolismo
dos éacidos biliares (Adeshirlarijaney; Gewirtz, 2020).

Lactobacillus acidophilus LA-5 se destaca por ser uma cepa probidtica amplamente
utilizada na industria de laticinios para obter produtos de fermentacao de alta qualidade (Meng
etal., 2021). Essa cepa esta associada a diversos beneficios a saude, demonstra efeitos positivos
significativos no manejo de alteracBes glicémicas em individuos com DMT?2, seja na forma
isolada ou em associacdo com multicepas (Borges; Salha, 2020). Além disso, atua na melhora
do perfil lipidico e marcadores de defesa antioxidante, na reducdo do risco de infeccdo por
Clostridium difficile, e possui propriedades anticarcinogénicas, entre outras (Lopes et al.,
2021).

No estudo realizado por Salgaco et al. (2023) foi observado que a administracéo de LA-
5 aumentou a abundancia dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, acompanhado por uma
diminuicdo de géneros como Escherichia e Clostridium na microbiota intestinal de pacientes
de DMT2. As alteracdes foram associadas a melhora na sensibilidade a insulina e a reducéo dos
niveis de glicose no sangue, destacando o potencial terapéutico do LA5 na gestdo do DMT2.
Porém, pouco € sabido sobre os efeitos da administracdo LA5 associado a prebiodticos na
microbiota intestinal de pacientes com DMT?2.

Pelo exposto, € importante o desenvolvimento de estudos que avaliem os efeitos de
prebidticos, como a BGL de levedura, na modulacdo da microbiota intestinal e na salde
metabolica. Além disso, a exploracdo dos potenciais beneficios da BGL podera contribuir para
a formulacdo de intervencbes dietéticas mais eficazes e direcionadas, promovendo a saude
intestinal e metabdlica. Nesse contexto, o uso de probiéticos como LA5 surge como uma
estrategia relevante, considerando sua capacidade comprovada de aderir ao trato
gastrointestinal, modular a microbiota intestinal e o sistema imunolégico, e contribuir para a
reducdo de fatores de risco metabdlicos A continuidade desse tipo de investigacdo é essencial
para estabelecer diretrizes praticas que possam ser aplicadas na nutri¢do clinica e na prevencéo
de DCNT, com destaque para 0 DMT2.
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O estudo foi desenvolvido em duas fases distintas. A primeira etapa foi executada no

Laboratorio de Processos Microbianos em Alimentos (LPMA), Centro de Tecnologia, UFPB e
correspondeu a extracdo da BGL de levedura. A sequéncia do processo envolveu a

caracterizacdo da matriz, sendo essa realizada na Central Analitica Multiusuario da UFPB.

A segunda etapa foi realizada em colaboragdo com o Laboratério de Microbiologia em

Alimentos, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (Departamento de Ciéncia dos Alimentos

e Nutricdo) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), em Araraquara, Sao Paulo. Essa fase

correspondeu a avaliacdo dos efeitos da administracdo da BGL, LA5 e LA5-BGL, na

composicdo da microbiota intestinal de individuos diabéticos e na sintese de metabdlitos,

utilizando o SHIME®. Para facilitar a compreensdo do desenho do estudo, as diferentes etapas

foram apresentadas em um fluxograma (Figura 3).
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Legenda: BGL: B-glucana; LA5: L. acidophilus - LA5; MRS: Man, Rogosa e Sharpe.

Figura 3. Desenho experimental do estudo
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3.2 OBTENCAO DA B-GLUCANA

A BGL foi obtida a partir de creme de levedura descartado em cervejaria conforme
procedimentos descritos por Magnani et al. (2009). Para esse processo inicialmente as células
de levedura foram submetidas a aut6lise em uma suspensao aquosa de 20% (v/v) com adi¢éo
de 3% NaCl (p/v), em pH 5,0 e temperatura de 55 °C em banho-maria com agitacdo branda (120
rpm) durante 24 horas. O material foi aquecido até 85 °C, mantido durante 15 minutos, resfriado
até 25 °C e centrifugado a 4500 g por 10 minutos a 22 °C. O precipitado foi coletado e ajustado
para 30% de sélidos totais em tampao fosfato de sodio 0,02 M, pH 7,5. A suspensdo obtida foi
aquecida até 121 °C em autoclave, mantida durante 4 horas, resfriada a 25 °C e centrifugada a
5000 g durante 10 minutos a 4 °C. O precipitado coletado foi ressuspendido em &gua destilada
estéril (15%) e sonicado (20 KHz, 150 W) durante 6 minutos em banho de gelo para posterior
centrifugacdo a 4500 g durante 15 minutos a 10 °C.

Ap0s esse processo, o precipitado foi coletado e submetido a extracdo de lipideos em
Soxhlet durante 2 horas sob refluxo, utilizando éter de petréleo como solvente. Em seguida, o
material foi lavado por centrifugacdo trés vezes com acetona 1:1 (p/v), a 4500 g durante 5
minutos a 4 °C. Posteriormente, foi realizado tratamento enzimatico com a enzima Protemax®
N200 durante 5 horas a 55 °C e pH 7,5 (0,4 U por grama de parede celular de uma suspensao
aquosa a 20%). Apos a protedlise foram realizadas cinco lavagens por centrifugacdo (4500 g
por 5 minutos a 4 °C) com &gua destilada para retirada total da protease e obtencdo da BGL. A
matriz obtida foi dializada com agua destilada sob agitacdo branda, com trocas frequentes da
agua durante 24 horas antes da liofilizacdo em condicdes de pressao reduzida e temperatura de
-50 °C. O produto liofilizado foi utilizado para realizagdo dos experimentos propostos (Magnani
et al., 2009).

A identidade quimica da matriz foi confirmada por ressonancia magnética nuclear
(RMN). Os espectros de RMN de 13C e 1H foram adquiridos dissolvendo 50 mg de BGL de
levedura em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6) usando um espectrémetro de RMN Varian
Systen de 500 MHz (Agilent Technologies, Califérnia, EUA) operando a 125 MHz para 13C e
500 MHz para 1H (Guedes et al., 2019).
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3.3 PREPARO DA SUSPENSAO DE Lactobacillus acidophilus LA-5

A cultura liofilizada de L. acidophilus - LA5, foi obtida comercialmente da empresa
Chr. Hansen S.A. (Valinhos, Sdo Paulo, Brasil). A cepa bacteriana foi cultivada em caldo de
Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Hi-Media, Mumbai, india) a 37 °C, sob condicdes anaerdbicas
utilizando o Sistema Anaerdbico (AnaeroGen®, Oxoid, Hampshire, Reino Unido), por um
periodo de 24 horas (Medeiros et al., 2022). Apds o cultivo, o caldo foi cuidadosamente
retirado por centrifugacdo a 4500 g durante 15 minutos a 4 °C, e as células sedimentadas foram
coletadas. As células foram entdo lavadas duas vezes com solucdo salina estéril (NaCl 0,85
9/100 mL) e ressuspendidas, seguidas de homogeneizacdo por 30 segundos utilizando um
vortex IKA (Staufen, Alemanha), para obtengéo do in6culo inicial. Suspensdes de células com
densidade optica (OD) de 0,8 a 660 nm (OD660) resultaram em contagens viaveis de
aproximadamente 6 log UFC/mL. Posteriormente, 1% (v/v) da suspensdo de células foi
inoculado em meio MRS (10 mL) para utilizagédo nas formulagdes posteriores ou nos demais

experimentos.

3.4 OBTENGCAO DO INOCULO FECAL

As amostras de fezes foram coletadas de cinco voluntérios diagnosticados com DMT2
(3 homens e 2 mulheres), com idades entre 45 e 50 anos, recrutados voluntariamente na cidade
de Araraquara (Séo Paulo, Brasil). O recrutamento foi realizado apds a aprovacéo pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual Paulista (UNESP,
Araraquara; CAAE: 100 30156020.8.0000.5426), e todos os participantes assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice B).

Os voluntarios foram selecionados com base em critérios de inclusdo e excluséo
preestabelecidos, os critérios de inclusdo foram: (1) sexo feminino ou masculino, (2) idade entre
45 e 50 anos, (3) ndo fez uso de suplementos alimentares, medicamentos para doencas
gastrointestinais, antibioticos nos Gltimos 6 meses e probidticos ou prebidticos por um periodo
minimo de trés meses antes do inicio do experimento. Os critérios de exclusdo foram: (1) idade
menor que 45 anos ou maior que 50 anos, (2) uso de suplementos alimentares, medicamentos
para doencas gastrointestinais, antibioticos nos ultimos 6 meses e probiodticos ou prebioticos

por um periodo minimo de trés meses antes do inicio do experimento (Salgaco et al., 2023).
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Todos os doadores receberam um Kit de coleta de fezes que incluia tubos de coleta
estéreis, espatulas descartaveis, instrucdes para coleta e entrega da amostra, luvas descartaveis
e alcool 70%, e foram também instruidos previamente sobre as condi¢fes higiénicas para
realizar a coleta. As fezes foram coletadas em tubos estéreis e colocadas em um frasco com um
sistema gerador de anaerobiose (AnaeroGen®, Oxoid, Hampshire, Reino Unido) e

imediatamente transportadas para o laboratorio para analise posterior.

3.5 DIGESTAO SIMULADA NO MODELO COLONICO DINAMICO

O protocolo experimental descrito por Salgaco et al. (2023) foi utilizado para a anélise
da digestdo simulada em modelo dindmico no SHIME®. O SHIME® (Figura 4) € controlado
por computador e composto por 5 compartimentos fechados que representam o estémago,
intestino delgado, o célon ascendente, o transverso e o descendente (Molly et al., 1994;
Possemiers et al., 2004). Para o presente experimento, o simulador foi adaptado para obter
triplicatas bioldgicas do colon ascendente, de acordo com Salgaco et al. (2023).

Figura 4. Simulador do Ecossistema Microbiano Humano (SHIME®)

—— — —— :

Fonte: Autoria prépria, 2022.

Legenda: Os reatores correspondem ao estdmago (R1), duodeno (R2), coldn ascendente
(R3), colon transverso (R4) e colon descendente (R5).
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Para o processo de digestdo foram controladas as caracteristicas de capacidade
volumétrica, pH, temperatura (37 °C) e tempo de retencao (24 horas), sendo os ultimos trés
pardmetros conectados a um agitador magnético com rotacdo ajustada para garantir a
homogeneizagdo adequada do sistema (120 rpm). A anaerobiose do sistema foi alcangada com
a adicdo de nitrogénio e o pH corrigido em cada recipiente com o auxilio de &cido cloridrico
(HCI, 1 M) ou hidroxido de sodio (NaOH, 1 M), atingindo a faixa de pH de 5,6-5,9 (Molly et
al., 1994; Possemiers et al., 2004).

Os compartimentos foram colonizados com fezes dos cinco voluntarios com diagnostico
de DMT2. O pool fecal (40 g) foi obtido pela homogeneizacdo de amostras fecais frescas
provenientes de cada doador (8 g) e diluidas em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS)
(pH 6,5) a uma concentracdo final de 200 mL. Em seguida, esta solucao foi homogeneizada em
stomacher e centrifugada a 3000 g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e 10 mL
foram adicionados aos 3 Gltimos compartimentos, juntamente com 500 mL de meio basal para
alimentacéo e crescimento do indculo bacteriano (Oliveira et al., 2023).

O meio de alimentacdo basal utilizado no SHIME® foi preparado em agua destilada,
constituido de 4,0 g/L de amido (Maizena, Sao Paulo, BR), 4,0 g/L de mucina (Sigma, St. Louis,
EUA), extrato de levedura 3,0 g/L (Difco, Becton Dickinson Co., Sparks, MD, EUA), 1,0 g/L
arabinogalactana (Sigma, St. Louis, EUA), xilana 1,0 g/L (Sigma, St. Louis, EUA), peptona 1,0
g/L (Himedia, Mumbai, india), 0,5 g/L-cisteina (Sigma, St. Louis, EUA) e 0,4 g/L de glicose
(Synth, Diadema, BR). A concentragdo dos compostos utilizados neste estudo foi baseada em
pesquisas anteriores com SHIME® (BIANCHI et al., 2018; ROSELINO et al., 2020;
SALGACO et al., 2021). As condi¢bes do estbmago foram simuladas no reator 1 pela adicédo
de &cido cloridrico para regular o pH, junto com o meio a base de carboidratos. A passagem
pelo duodeno foi simulada em 60 mL de suco pancredtico artificial (12,5 g/L de bicarbonato de
sodio, 6 g/L de Oxgall e 1,9 g/L de pancreatina, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) essencial para
a adaptacdo ambiental e o crescimento do indculo (Molly et al., 1994).

Ja os compartimentos que representam o célon ascendente, transverso e descendente
foram alimentados com 0 meio basal descrito, ajustado para manter as condi¢des anaerdbicas e
contendo os substratos necessarios para a fermentacdo microbiana. Esse ambiente foi ajustado
para atingir um pH de 5,6-5,9, simulando o gradiente &cido do colon, e mantido a 37 °C sob
agitacdo continua (120 rpm) (Molly et al., 1994; Possemiers et al., 2004).
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3.5.1 Protocolo Experimental

O experimento no SHIME® foi executado de forma continua por um periodo de 5
semanas. Inicialmente foi realizada a fase de estabilizacdo da microbiota, onde o meio alimentar
basal (240 mL) e o suco pancreatico (60 mL) foram inseridos no sistema durante 14 dias
(Bianchi et al., 2014). Ap0s a estabilizacdo, o tratamento foi administrado uma vez ao dia por
7 dias. Foram 3 estagios de tratamento: o primeiro (BGL) composto de 7,5 g de B-glucana, 240
mL de meio alimentar basal; o segundo tratamento (LA5) foi realizado com a adicdo de L.
acidophilus LA5 (10° CFU/g) e 240 mL de meio alimentar basal; terceiro tratamento (BGL-
LADS) foi a adicdo de L. acidophilus LA5 (10° CFU/g) + B-glucana e 240 mL de meio alimentar
basal. As concentragdes de BGL utilizadas foram de acordo com Van de Wiele et al. (2004),
que utilizaram 2,5g de BGL para cada reator da triplicata do célon, sendo essa concentracdo

equivalente a uma dose de 5 g de BGL para humanos.

3.6 ANALISE DA MICROBIOTA COLONICA USANDO SEQUENCIAMENTO DO GENE
16S rRNA

A extracdo do DNA bacteriano das amostras de fermentacdo no sistema SHIME® foi
realizada utilizando o Kit DNeasy® PowerSoil® Pro (Qiagen, Hilden, NRW, Alemanha),
conforme as orientacOes do fabricante. Em seguida, foi realizada a preparacéo da biblioteca
com primers especificos para a regido V3-V4 do 16S rRNA, utilizando os primers 341F
(CCTACGGGRSGCAGCAG) e 806R  (GGACTACHVGGGTWTCTAAT). O
sequenciamento dos amplicons bacterianos foi conduzido na plataforma Illumina MiSeq (PE
250) (San Diego, CA, EUA) (Oliveira et al., 2023).

As andlises de bioinformatica foram realizadas usando o programa QIIME (Quantitative
Insights Into Microbial Ecology) versdo 2019.7. Foram executadas as "sequence
demultiplexing"” eliminando assim as sequéncias de primer e codigo de barras associados. Para
detectar e corrigir ruido de sequenciamento e remover sequéncias quiméricas, o método
DADAZ2 foi usado. Apos esses procedimentos, o conjunto de dados apresentou uma media de
21.464 leituras brutas. As sequéncias foram agrupadas em variantes de sequéncia de amplicon
(ASV) com 99% de similaridade e, subsequentemente, classificadas com base em suas

informacdes taxondmicas. A classificagdo foi realizada utilizando o plugin g2-feature-



27

classifier, que emprega o método de alinhamento de busca com o banco de dados SILVA v132
(Mesa et al., 2022).

3.7 ATIVIDADE METABOLICA MICROBIANA: DETERMINACAO DE [ONS AMONIO
(NH +4) E ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA (AGCC)

Apos a digestdo simulada, as amostras do compartimento do colon (n = 3) foram
coletadas e armazenadas a -20 °C. Primeiramente, os ions aménio (NH +4) foram quantificados
de acordo com Bianchi et al. (2014) usando um medidor de ion especifico (Modelo 710A,
Orion) acoplado a um eletrodo de ion de amonia seletivo (Modelo 95-12, Orion). O eletrodo
foi calibrado com diferentes padrdes, sendo estes de 10, 100 e 1000 ppm (Thermo — Orion, MA,
US) e em seguida, foram realizadas as leituras de 10 mL de amostras adicionadas de 0,2 mL da
solucgéo para ajuste de forca idnica — ISA. A leitura foi realizada em triplicata, com temperatura
de 25 °C e sob agitacdo a 120 rpm. Os resultados obtidos foram divididos pela massa molar do
NH +4 (18,04 g/mol), sendo este expresso em mmol/L.

Os AGCC foram analisados de acordo com o protocolo adotado por Oliveira et al.
(2023). As amostras do controle e dos tratamentos (BGL, LA5 e LA5-BGL) foram
centrifugadas a 14000 g por 5 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi diluido em &gua ultrapura na
proporcdo de 1:20 (v/v). Em seguida, o sobrenadante foi filtrado através de um filtro de
membrana Millex-HA de 0,45 um (Millipore Co., Bedford, MA, EUA). As amostras foram
analisadas em um cromatdgrafo a gas Agilent (modelo HP-6890, Santa Clara, CA, EUA)
equipado com um detector seletivo de massa Agilent HP-5975 o qual utilizava uma coluna
capilar DB-WAX (60 m x 0,25 mm x 0,25 um). As condi¢6es utilizadas foram temperatura do
injetor = 220 °C, coluna = 35 °C, 2 °C/min, 38 °C; 10 °C/min, 75 °C; 35 °C/min, 120 °C (1
min), 10 °C/min, 170 °C (2 min); 40 °C/min, 170 °C (2 min) e detector = 250 °C. A vazao foi
ajustada para 1 mL/min; gas hélio foi usado como gés de arraste. Solugdes estoque de acidos
acético, propidnico e butirico foram usadas para construir as curvas analiticas (curvas R2 >

0,999). Os resultados foram expressos em mmol/g de fezes.

3.8 DETERMINACAO DE CITOCINAS (IL-6, IL-10 E TNF-A) USANDO CO-CULTURA
DE CELULAS CACO-2 E THP-1

Para investigar os efeitos imunomoduladores dos metabdlitos microbianos derivados de
SHIME®), foi realizada a co-cultura de celulas Caco-2 (Cdodigo BCRJ, 0059 — ATCC HTB-37)
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e células de mondcitos humanos THP-1 (Cddigo BCRJ, 0234 — Codigo ATCC, TIB-202),
conforme descrito por Satsu et al. (2006) e Possemeiers et al. (2013). Brevemente, células
Caco-2 foram semeadas (8 x 10* células/pogo) em Transwell de 24 pogos com insercdes de
poros de 0,4 um, (Greener Bio-one, Wemmel, Bélgica). Monocamadas de células Caco-2 foram
cultivadas por 14 dias, e 0 meio foi substituido a cada 4 dias, até obter a monocamada de células.
As células foram mantidas em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Life
Technologies, Gent, Bélgica) (Life Technologies) e 10% (v/v) de soro fetal bovino ativado por
calor (SFB; Life Technologies).

As células THP-1 foram cultivadas em meio RPMI 1640 e 10% (v/v) de SFB, e
semeadas em placas de 24 pocos a uma densidade de 5x10° células/pogo. Essas células foram
tratadas com 50 ng/mL de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA; Sigma-Aldrich) por 48 horas
para induzir a diferenciagdo em células semelhantes a macré6fagos. Em seguida, as células Caco-
2 foram colocadas em insertos de transwells sobre células THP-1 diferenciadas por PMA,
conforme descrito anteriormente por Possemiers et al. (2013). O compartimento apical, que
continha as células Caco-2, foi preenchido com suspensdes colonicas do SHIME® esterilizadas
através de filtragem com filtro Millex-HA de 0,22 m (diluidas 1:5 (v/v) em meio de cultura
Caco-2, coletadas dos grupos tratados com BGL, LA5 e LA5-BGL, com 7 dias de tratamento
em cada grupo. Como controle, as células também foram expostas apenas ao meio de cultura
Caco-2. Apds a remocdo do sobrenadante, as células THP-1 diferenciadas em PMA foram
estimuladas com meio de cultura Caco-2 contendo 100 ng/mL de LPS (Escherichia coli, Sigma)
ou apenas com meio sem LPS como controle. Ap6s 24 horas de estimulagdo com LPS, o
sobrenadante foi coletado para medicéo de citocinas como IL-6 e I1L-10 humanas por ELISA
(HU BD OPTEIA ELISA, BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA). Todos os
procedimentos foram realizados em triplicata, e as ceélulas foram incubadas a 37°C em uma
atmosfera umidificada de ar/CO- (95:5, v/v). As concentracGes minimas detectaveis foram de
4,7 pg/mL para IL-6 e 7,8 pg/mL para IL-10 (HU BD OPTEIA ELISA, BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA). Todos os procedimentos foram seguidos conforme as instrucoes

do fabricante.

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

As analises foram conduzidas em triplicata em trés experimentos independentes, e 0s

resultados foram expressos como media + desvio padrdo. Os dados referentes a AGCC, amonia
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e citocinas foram analisados por analise de variancia (ANOVA) para identificar diferencas
significativas com um nivel de significancia de 5%, seguidas pelo teste de comparacdes
maltiplas de Tukey. A andlise estatistica foi conduzida usando o software computacional
GraphPad Prism, versédo 8.0 (La Jolla, EUA).

Para avaliar a riqueza e comparar a diversidade da comunidade bacteriana nas amostras,
foram calculadas as métricas de diversidade alfa, como o indice de Chaol e os indices de
Shannon e Simpson. As diferencas entre os grupos bacterianos foram analisadas utilizando o
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Para a andlise de diversidade
beta, foi realizada uma andlise de coordenadas principais (PCoA), calculando as distancias
UniFrac ponderadas e nao ponderadas, utilizando métodos baseados em permutacao
(PERMANOVA) com o pacote Adonis R (Mesa et al., 2022).

A andlise de correlacdo entre grupos microbianos e produtos metabdlicos foi realizada
através do teste de correlacdo de Spearman usando a funcdo cor.mtest do pacote estatistico
corrplot (Wei et al., 2022).

4 RESULTADOS

A partir dos resultados foi elaborado o artigo apresentado no apéndice A, intitulado “B-
glucan alone or combined with Lactobacillus acidophilus positively influences the bacterial
diversity and metabolites in the colonic microbiota of type II diabetic patients” que aborda os
efeitos da administragdo da B-glucana em combinacdo com L. acidophilus na composicdo e
metabolismo da microbiota intestinal de individuos diabéticos, utilizando o SHIME®. Os
resultados demonstraram que todos os tratamentos apresentaram eficacia em aumentar a
abundancia de Bacteroides, Alistipes, Lactobacillus, Subdoligranulum e Acidaminococcus,
assim como em elevar a producao de AGCC e a citocina anti-inflamatéria IL-10 em comparacéo
ao grupo controle. Entre os tratamentos, a administragédo de BGL destacou-se por sua superior
eficAcia em aumentar a diversidade microbiana, elevar os niveis de AGCC e aumentar a
producéo de I1L-10. Além disso, o tratamento LAS5 foi o mais eficiente em reduzir os niveis de
ions amonia. Os resultados deste estudo indicam a necessidade de ensaios clinicos em larga
escala para confirmar os efeitos na microbiota intestinal e nos parametros metabdlicos de
pacientes com DMT2, além de apontar o potencial para o desenvolvimento de produtos

funcionais sustentaveis a partir de subprodutos industriais.
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Abstract

(+Glucan is 4 fermentable polysaccharide with prebiotic properties that has been shown to improve metabolic indicators. This
study evaluated the effects of spent brewer’s yeast f-glucun (BGL) and Lactobacillus acidophifus LA-5 (10° CFU/g) (LAS)
alone and in combination (LAS-BGL) oa the compositon of the fecal microbiome of adults with type 2 diabetes mellitus
(T2DM) using the Human Gut Microbial Ecosystem Simulator (SHIME®), Short-chain fatty acids (SCFAS), smmonium ions,
and cytokines {IL-6 and IL-10) were measured. BGL, LAS, and LAS-BGL increased (p <£.05) the richness and diversity of
microbial communities in the gut microbiome of individuals with T2ZDM. All trestments increased (7 < 0.05) the abundince
of Bacteroides, Alistipes, Lactobacilius, Subdoligranulim, and Acidaminococcus, along with increased (p < 0.03) production
of SCFAs and anti-inflammatory cytokine (IL-10) compared to the control group. BGL treatments showed a greater increase
in microbial diversity, SCFAs levels (butyrnic, propionic, and acetic actd), and the anti-inflammatory cytokine (IL-10). LAS
showed the highest decrease in ammonium ion levels, Results indicate that BGL may have & prebiotic and immunomodulatory
effect on the fecal microbial community and metabolic indicators in adults with type 2 diabetes mellitus (T2DM). Findings
underscore the role of BGL as a prebiotic food,

Keywords fl-glucan - Gut microbiota « Short-chain fatty acids « Functional foods - SHIME®

Introduction
Jéssikis Rodrigues Clementino and Louise Lira Gomes de Oliveira Diabetes mellitus refers to metabolic diseases, including
had equal participation in the paper. type 2 diabetes mellitus (T2DM). type | diabetes mellitus

(T1DM), pre-diabetes, and gestational diabetes, Diabetes

. ::';:";r:ﬁ:‘: e affects approximately 10.5% of the global population aged

= 4 between 20 and 79 [1, 2], T2DM is responsible for appeoxi-
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in the intestinal microbiome, influences the development of
metabolic discases due to alterations in biochemical, inflam-
matory, and immunological response pathways 3, 7).

It has been observed that the decrease of butyrate- pro-
ducer microorganisms. such as Faecalibacrerium prawsnitzit,
Eubacterium rectale, sndd Roseburia intestinalis, churacter-
izes the gut microbiota of individuals with T2DM, Reduc-
tion in levels of anti-inflammiatory cytokines (1L-4, 1L.-10)
has also been recognized as a marker in T2DM patients {3].
In contrast, an increase in the abundance of Lachnospira,
Clostridium sensu siricto |, Excherichia-Shigella, and Enve-
rococeus, and pro-inflammatory cytokines (IL-6. IL-17, and
TNF-at) was found in T2DM patsents, and this imbalance has
been linked to insulin resistance and inflammation [8-10].

Diet significantly impacts gut microbiota composition,
mainly due to the consumption of dietary fiber, prebiotics,
and probioties [4, 11]. Prebiotics are dietary components
resistant to digestion that selectively promote the prolif-
eration and function of beneficiul bucterial species in the
gastrointestinal tract [12]. Probiotics are live microorgin-
isms that, when administered in adequate amounts, confer a
heulth benefit to the host [13]. Preclinical and clinical trials
involving a short-term dietary intervention using prebiot-
ics and probiotics show an increase in bacterial populations
associated with health benefits to the host [14-1%], There-
fore, modulation of the gut microbiome through these func-
tional components can be considered a potential strategy for
manuging T2DM.

P-Glucan is a fermentable polysacchuride composed of a
series of D-glucose units linked by i fglycosidic bond, with
differences in molecular structure according to the source
(basic linear fi—1.3 structure form for bacteria, both fi—1.3
and fi=1.4 backbone bond for cereal, and mostly fi—1.3-d-
glucose side chains at [i—1.6 branching points for fungi), and
that cun be incorporuted into the diet as a source of dietary
fiber with prebiotic potential [19]), Chinical studies have
shown that consumption of oat fi-glucan as a supplement
120] or in enriched bread [21] reduced glycuted hemogiobin
in T2DM patients. It is known that the fl-glucan chains may
be different in the different sources and that the brosctivity
and functionality of [i-glucan are influenced by the struc-
ture | 19-22]. f-Glucans obtained from spent brewer’s yeast
exerted prebiotic effects in vitro, increasing the survival of
Lactobacillus strains during storage and in vitro digestion
and protecting against membrane damage |23 ). Furthermore,
feglucans obtaimed from spent brewer's yeust have demon-
strated the ability 10 improve metabolic indicators, restoring
homeostasis in several models of metabolic disorders such
as T2DM [17]. As a result, spent brewer's yeast fi-glucans
can become an environmentally friendly active component
in the diet of patients with T2DM.

Furthermore, studics using probiotic struins, mainly
from the genus Lactobacillus, have demonstrated positive

& Springer

effects on modulating the gut microbiome, stimulating the
growth of beneficial bacteria, producing short-chain farty
acids (SCFAs), and reducing ammonia levels, In addi-
ton, they improve glucose olerance, lower serum lipids,
increase immune system activity. and mitigate oxidative
stress associated with T2DM [ 12, 15-17, 24).

No prior studies evaluated the impact of f-glucan iso-
lated from yeast alone or in assoctation with probiotics
on modulating the microbiota of adult individuals with
T2DM using in vitro dynamic simulation models. In addi-
tion, although the prebiotic effects of f-glucan are well
documented, studies demonstrating its cffects on inflam-
matory cytokine production remain scarce, Therefore, this
study determined the modulating impace of spent brewes's
yeast f-glucan (BGL) and Lactobacillus acidophilus LA-5
(10" CFU/g) (LAS) alone and in combination (LAS-BGL)
on the fecal microbiome composition of adults with T2DM
using the Human Intestinal Microbial Ecosystem Simula-
tor (SHIME®) und measuring fermentation metabolites
and cytokines,

Materials and Methods
Obtaining the Spent Brewer’s Yeast B-Glucan
Prebiotic

f-Glucan was obtained from yeast cream discarded and
domted by an international brewery company alter five
fermentation processes, according 1o the methodology pro-
posed by Mugniuni et al. [25], that provides the f-glucan
with 995 punity.

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy veri-
fied the polymer’s identity. The 13C and 1H NMR spectra
were obtained using 30 mg of f-glucan dissolved in deuter-
ated dimethyl sulfoxide (DMSO-d6) [21]. The equipment
used wus a Varian NMR spectrometer (500 MHz), and the
conditions used were 125 MHz and 500 MHz for 13C und
TH, respectively. Chemical signals were reported in ppm,

L. acidophilus LA-5 Probiotic Strain

The L acidophifys LA-5 (Chr. Hansen S, A, Sio Paulo, Bra-
zil) was grown in de Man, Rogosa and Sharpe (MRS ) broth
(Hi-Medix, Mumbai, India) for 24 h at 37 °C under anaero-
bic conditions ( Anaerobic System Anaerogen, Oxoid). After
cultivation, the cells were centrifugated (4500 x g, 15 min,
4 °C), washed, and resuspended in stenile saline solution
(NaC10.85 2/100 mL}. Cell suspensions were standardized
at (.8 optical density at 660 nm, corresponding 10~6 log
CFU/mi.
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Obtaining the Fecal Inoculum

Fecal samples from 5 donors diagnosed with T2DM (3
men and 2 women aged between 47.54 1.29 vears; BMI
27.7 4 0.48) were recruited in Araraquara city (SP. Bra-
zil), All the procedures were previously approved by the
Human Ethics Ce of the Paulista State University,
Anraquara; CAAE: 100 30156020.8.0000.5426. Volunteers.
matched the inclusion critena, The inclusion critena were:
(1) female or male sex, {2) age between 45 and S0 years,
(3) minimum of 3 months without intake of dietary supple-
ments and gastrointestinal medications. and {(4) minimum of
6 months without use of antibiotics, probiotics or prebiotics.
All volupteers were not taking any hypoglycemic medica-
tions [16].

All donors received a fecal collection Kit comprising ster-
ile tubes and spatulas, disposable gloves, and 70% alcohol
and were also instructed in advance about the hygienic con-
ditions for carrying out the collection, The collected samples
were placed in a bottle containing an anacrobic gencrating
system (AnacroGen®, Oxoid, Hampshire. United Kingdom)
and immediately delivered to the laboratory for analysis,

Dynamic Colonic Fermentation using SHIME*

The dynamic colonic fermentition in SHIME® was evalu-
ated in 5 compartments corresponding to the stomach, small
intestine. nscending. transverse, and descending colon at
37 "C. Volume, pH. temperature, and time (24 h) were con-
wolled by computer. In this experiment, we adapted the sys-
tem to obtain biological triplicates of the ascending colon. as
described previously by Salgago ¢t al, [16], The addition of
nitrogen was used to control the angerobiosis system, while
the pH values of the compartments were adjusted 1o 4 range
of 5.6 10 5.9 using HCI | M or NaOH | M [24],

The fecal pool (20 g) was obtained by homogeniz-
ing equal fresh fecal sumples of each donor (8 g) follow-
ing a dilution in phosphate-bufiered saline (PBS) (pH 6.5)
(200 mL). The mixture was homogenized using Stom-
acher, submitted to centrifugation (3000 g, 135 min), and
the supernatant was collected. Then, 10 mL of the fecal
inoculum was added to the last 3 compartments, along with
S00 mL of basal medium [26],

The basal food medium was prepared using distilled
water, composed of starch (4.0 gfL) (Maizena, S&o Paulo,
Brazil), mucin (4,0 g/L) (Sigma, St, Louis, USA), yeast
extruct (3.0 w/L) (Difco, Becton Dickinson Co., Sparks, MD.
USA), arabinogaluctan (1.0 ¢/L) (Sigma, St. Louis, USA),
xylan (1.0 /L) (Sigmi, St Louis, USA), peptone (1,0 g/L)
(Himedia, Mumbai, India), cysteine (0.5 g/L) (Sigma. St
Louis, USA) and glucose (0.4 g/L) (Synth, Diadema. Bra-
#il). Hydrochloric acid was used along with the medium to
regulate the pH, simulating the stomach conditions in reactor

1. While the conditions of the doodenum (reactor 2) were
simulated using artificial pancreatic juice (60 mL), which
consisted of sodm bicarbonate (12. 5 g/L). Oxgall (6 g/L).
and pancreatin (1.9 g/L) (Sigma-Aldrich, St Lows, USA)
[27].

SHIME"® Experimental Protocol

The experiment on SHIME® was carried out continuously
for 6 weeks, Finstly, the microbioti stubilization phase
was carried oul, where the basal food medium (240 ml.)
was inserted into the system for 14 days [28]. After stabi-
lization, the basal food medium (240 mL) and pancreatic
Juice (60 mL) were inserted daily into the system for one
week (control period). After the control period, treatment
was administered once daily for 7 days. Three treatment
stages were carnied out, the finst consisting of freatment
with flglucan (BGL) (7.5 g), und the basal food medium
(240 mL}. The second treatment (LAS) was carried out with
the addition of L acidophilus LA-S (10° CFU/g) and the
basil food medium (240 mL), The third treatment (LAS-
BGL) consisted of the additon of L. acidophilus LA-5
(10" CFU/g) + Peglucan (7.5 g) and basal food medium
(240 mL). The concentrations of fi-glecan used followed
Van de Wicle et al. [29], where 2.5 g of fglucan was used
for each reactor of the colon triplicate, equivalent 10 a dose
of 5 ¢ of p-glucan for humans,

Microbiological Analysis Using 165 rRNA Gene
Sequencing

Sumples collected during the SHIME® experiment were
subjected (0 DNA extraction using the DNeasy® Pro Kit
(Qiagen, Hilden, NRW, Germany ) sccording to the manufac-
turer’s instructions. The libracy was prepared using the 341F
and 806R primers (V3-V4 region of 168 rRNA}. Sequenc-
ing was done in the lumina MiSeq platform (PE 250) (San
Dicgo. CA, USA) [26]).

The QIIMEZ2 2019.7 was vsed for bioinformatics analy-
ses. Samples were demultiplexed, and DADA2 was used
to remove chimeric sequences. The data set resulted in an
average of 21,464 raw rewds, The sequences were grouped
into amplicon sequence variams (ASV) with 99% similanty.
The sequences were classified using the q2-feature-classi-
fier plugin based on the search alignment method with the
SILVA v132 database [30].

Metabolic Activity: Analysis of SCFAs, Ammonium
(NH,")

To guantify the SCFAs, samples were centrifuged

(14,000 x g, 5 min), the supernatant collected was diluted
(ultrapure water: 1:20 v/v) and filered using a 0,45 pm
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Millex-HA membeane (Millipore Co., Bedford, MA, USA),
Analyses were done in an Agilent gas chromatograph (model
HP-6890, Santa Clara, CA, USA) coupled with an Agilent
HP-5975 muss detector. The column used was a DB-WAX
(60 m % 0,25 mm x 0 0.25 pm) and the injection conditions
were injector tempersture ut 220 °C, column ut 35 °C, 2 °C/
min. 38 °C; 10 "Cfmin, 75 "C: 35 "Chmin, 120 °C (1 min),
10 “Clmin, 170 "C (2 min). 40 °Clmin, 170 °C (2 min)
and detector at 250 °C, The flow rate was 1| mL/min, and
helium gas was used ay the carrier gas. Stock solutions of
acetic, propionic and butyric acids were used 10 construct
the analytical curves (R® curves >0.999), The results were
expressed in mmolfz of feces Oliveir et al. [26].

The ammonium jons (NH, ") quantification followed the
methodology described by Bianchi et al. [27] using & spe-
cifie ion meter (Maodel 710A, Orion) coupled to an ummo-
nium 1on selective electrode (Model 9512, Onon).

Determination of Cytokines (IL-6, IL-10, and TNF-a)
Using Caco-2 and THP1 Cells Co-culture

To eviluate the immunomodultory effects of metabolites
derived from SHIME®, we co-culture Cuaco-2 cells (BCRI
Code, 0059 - ATCC HTB-37) and THP1 human mono-
cvtes cells (BORI Code, 0234 - ATCC Code, TIB-202),
as described by Satsu ct al. [31] and Possemiers et al. [30)].
Briefly, the Caco-2 compartment wis illed with sterilized
SHIME® colonic suspeasions (0.22 m) (diluted 1:5 (viv)
in Caco-2 culture medin) collected from BGL, LAS, LAS-
BGL and control groups on days 14 of treatment, Cells
were also exposed 10 Caco-2 culture media alone in both
chumbers as 4 control, The supernatant was discarded and
the PMA-differentiated THPT cells were stimulated with
Caco-2 culture media containing 100 ng/mL LPS (Escheri-
chia coli Sigma®). Cells were also stimulated with media
without LPS as a control. After 24 h of LPS stimulation,
the supernatant was collected and cytokines [L-6 and IL-10
were quantified by Enzyme-linked immunosorbent assay
(HU BD OPTEIA ELISA, BD Biosciences Pharmingen, San
Diego, CA, USA). The minimum detectable concentrations
are 4.7 pg/ml for IL-6 and 7.8 pg/ml for IL-10.

Statistical Analysis

Data are presented as mean + standard deviation of trip-
licate obtained in three experiments. SCFAs, ammonia,
and cytokings data were subjected to ANOVA considering
p<0.05, followed by Tukey's test. Analyses were performed
in the GraphPad Prism 8.0 software.

Alpha diversity metrics, including the Chael index and
Shannon and Simpson indices. were caleulated to analyze the
richness and compare the diversity of the bacterial commu-
nity within the samples, Differences between bacterial groups
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were assessed using the Kruskal-Wallis test and Tukey's
post hoc test. For beta diversity analysis. principal cooedinate
analysis (PCoA) was performed by calculating weighted axd
unweighted UniFrac distances by PERMANOVA (Adonts R
package) (0] LEfSe (Linear Discriminant Analysis Effect
Size) from the LESSe tool (hip:/Muttenhower.sph.harvard edu/
lefsed), un algorithm lor high-dimensional class comparnisons
between biological conditions, wis used t determine the Lixo-
nomic features significantly different between groups. LDA
scores were performed to estimate the effect size (score; 2 3).

Correlation analysis between microbial groups and
metabolite products was performed using Spearman’s cor-
relation test using the cor.mtest function of the corrplot sta-
tistics package [32].

Results

Characterization of (1— 3)(1— 6)-B-Glucan of Spent
Brewer’s Yeast Using *C NMR spectra

Due to the variety of species, the chemical structure and
biofunction of 1.3-pi-glucans can be highly divergent. To
explore the effect of spent brewer’s yeast fi-glucan (99%

of purity) on T2DM, we analyzed the ''C NMR spectra of

fglucan with the corresponding compounds in the liters-
ture. We confirmed that the main chain is 1,3-f-glucan based
on the signals observed m 103,1 ppm (C-1), 72.7 ppm (C-2),
73.3 ppm (C-3), 68.3 ppm (C-4), 76.4 ppm (C-5). and 69.9
(C-6) (Supplementary Fig, 1). The NMR spectrum revealed
the presence of anomeric carbons in the P configuration,
with a peak identified at 103.1 ppm in CI [23]. The C-3
signal appeared at 73.3 ppm, attributed to the f-(1,3)-linked
structure [33], Inaddition, the signals observed correspond-
ing 10 the side chain carbons from 76.4 to 75.4 ppm refer to
the O3 of the lateral glycosidic units in a {1 —6) linkage
[25]. Furthermore, the partial C-6 signal was shifted from
60.8 10 69.9 ppm. indicating the presence of fi-(1,6)-linked
side chains [33]. These changes are consistent with those
previously recorded for 1,3-P-glucans [33], the indications
were confirmed by 2D NMR and HSQC-TOCSY specira.
In the H-1 NMR spectrum, the anomeric proton H-1 was
located around 4.45 to 4.50 ppm. indicating that it was
finked 1o f (the H-1 signal of the f configuration appeared
between 4.00 und 5.00 ppm) [34].

Richness and Diversity of the Gut Microbiome

of T2DM Individuals after Treatments with B-Glucan,
L. acidophilus LA-5 and LA-5 Combined

with B-Glucan

Alpha-diversity indices were used to access microbial rich-
ness (Chaol ), microbial diversity (Shannon) and even-
ness (Simpson), as shown in Fig. 1. Significant differences

46



Probiotics and Antimicrobial Proteins

(p<0.03) were found between the control group and the
other groups but not between the groups of treatment with
f-glucan (BGL), LA-5 (LAS5), and LA-5 combined with
P-glucim (LAS-BGL) (p> 0.05), Compared 10 the control,
greater richness (p < 0.05) was observed after treatments
with BGL, LAS, and LAS-BGL, respectively. Treatments
with BGL, LAS, und LAS-BGL, respectively, also increased
(p<0,05) the diversity and evenness of microbial communi-
ties compared to controf, with the highest values (p <0.03)
observed for the BGL and LAS-BGL treatments,

Beta diversity analysis based on weighted and unweighied
UniFrue and Bray-Curtis distance showed significant dif-
ferences (p < 0,05) between the treatments and the control
(Fig. 2A, B, and C). Although, no significant differences
were observed between the BGL, LAS, and LAS-BGL treat-
ments (p > 0L05).

Changes in Fecal Microbial-Community of T2DM
Individuals after Treatments with B-Glucan,

L. acidophilus - LA-5 and LA-5 Combined

with B-Glucan

The relative abundance at the phylum level wdentified in
the ascending portion of SHIME® during colonic fer-
mentation with {-glucan (BGL), LA-5 (LAS), und LA-5

combined with fi-glucan (LAS-BGL.) is shown in Fig. 3.
Before the treatments (control period), the predominantly
identified phylum was Firmicutes, followed by Proteobac-
teria. The BGL and LAS treatments mereased (p < (0.05)
the abundance of the Bacreroidetes and Actinobacteria
phyla and decreased (p < 0.05) the abundance of the Fir-
micutes phylum, However, the BGL treatment reduced
(p<0.05) the abundance of the Proteobacteria phylum,
while in the LAS treatment, the abundance increased
(p <0.05). On the othér hund, the combined LAS-BGL
trextment considerably increased (p < {2.03) the abundance
of Bacrerviderex und decreased (p < (0.05) the sbundance
of the Firmicutes phylum compared to the control group.

The relutive abundance of the main genera identified
in the ascending portion of SHIME® during colonic fer-
mentation of fecal microbiome of individuals with T2DM
before and after 7 days of treatments with BGL, LAS,
and LAS-BGL is shown in Fig. 4. Before the tremtments
(control), the generu identified in the highest (p < 0.05)
relative sbundance were Lactobacillus, Enterococcus,
Lachnospira, Escherichia-Shigetla, Lactococcus, Closirid-
fum_sensn_stricto, and Roseburia, respectively. After
T days, the BGL and LAS-BGL treatments suppressed
the generi identified in the control, while the LAS treat-
ment considerably reduced (p < (.03) the abundance of

Fig. T Alpha diversity is
enpeessed by the Chanl (specses Chaol.Chaol I Shannon l
richness) and Shanmon asd . I
Simpwon (diversity) indices. I v ..
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Fig.2 Principal Coordinnte Analysis (PCoA) with weighted and
wnweighted UniFrac metrics snd Bruy-Curtis distunce of the micro-
hiota of type 2 diabetic individunls in Simulutor of the Human Inees-
tinal Miceobial Ecosystem (SHIME®) coloms. A Weighted Unifrac

the Excherichia-Shigella genus and suppressed the other
genera (Fig. 4),

The main genera identified in the BGL treatment in
descending order of abundance were Bacteroides. Alistipes.,
Actdaminococens, Prevotella, Sutterelia, DTUOS9, Para-
bacteroltdes, Bifidobacierium, Subdoligranudion, and Fae-
calibacterinm. In the LAS treatment, the highest abundances
were of Lactobacillies, Subdotigramdum, and Bacteroides,
followed by Faecalibacterium. Qlsenella. Tvzzerella, Eubac-
terivm, Escherichia-Shigella, Lachnoclostridiim, and Veil-

lowella, Finally, in the combined LAS-BGL treatment, the.

highest (p < 0.05) abundances were of Bacteroides, followed
by Alistipes, Subdofigranulum, Holdemanella, UCG-002,
and Acidaminacacens. None of these genera were identi-
fied in the control, except for the genera Lactobaciilis
and Escherichia-Shigella, which were only present in the
LAS treatment. with the latter being considerably reduced
(p<0.03) in abundance compared to the control,
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[10.4%)

(p=0001), B Unweighted Unifrac (p=0.001), and C Bray-Curtis

distasce (p=0.001). CTL: Comrol Period, BGL. tresmment with

B-glucan; LAS: trestment with L acidophilus ~ LA-5; LAS-BGL:
with LA-S bined with -plocan

Complementary LetSe analyses wentilied discriminant
txa among the groups (Supplementary Figs, 2-4). Genera
such as Clostridium sensu stricto 1 (including Clostrid-
ium butvricum), Peproniphilus, Bacieroides, Alistipes,
Colidextribacter, Anaerostipes, and Acidaminococcus
were predominant in the BGL treatment. Subdoligranu-
{um, Bifidobacterium (including Bifidobacierium longum),
Faccalibacterivm prausnitzii, Lactobacilluy, and taxa
from Lactobacillaceae were enriched in the LAS group,
highlighting their probiotic potential. The enrichment of
Anaerofilum, Racteroides, and Ruminococcus character-
ized the LAS-BGL treatment. These findings align with
phylum- and genus-level changes, underscoring the treat-
ments” roles in modulating microbial communities,
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Fig.3 Relaive sbundance of the main phyla sdentified during
codonie fermentutivg i the Human Intestinal Microbial Ecosystem
(SHIME®) Simwlutor, CTL: Comrid Persod; BGL: trestment with

Metabolic Activity during Colonic Fermentation:
Production of SCFAs and Ammonium lons (NH, ')

The metabolic activity of the microbiota of individuals
with T2DM during colonic fermentution in SHIME® was
assessed through the production of SCEFAs and ammonium
ions (NH,"), as shown in Fig. SA and B.

The concentrations of acetic acid increased compared to
the control (p <0.05) but did not differ among BGL, LAS,
and LAS-BGL groups, Conversely, the concentrations of
propionic acid decreased (p< 0.05) in the LAS treatment
and increased (p < 0.05) in the BGL and LA5S-BGL tremt-
ments. Butyric acid increased significantly (p < 0.05) in
the BGL and LAS-BGL treatments, while the LAS treat-
ment did not differ from the control (Fig. 5A)

4.

%,
s

p__Protecbactena = p__Actinobactanota

Prelucan: LAS: wreatmeot with L ocidopiniay—LA-5. LAS-BGL
ireatment with LA-S combined with f-glocan

The concentration of NH," decreased (p <(L05) in the
LAS treatment, while in the BGL and LAS-BGL treatments,
it did not differ significantly from the control (p > 0.05)
(Fig. 5B),

Effects on Cytokines

The potential anti-inflammatory effect of the treatments was
evaluated through the secretion of the anti-inflammatory
cytokine 1L-10, us well as the pro-inflammatory cytokine
L6 using a coculture model (Fig. 6). The BGL und LA-S
reatments increased (p < .03) the secretion of [L-6. All
treatments increased (p < 0.05) the secretion of 1L-10
cytokines compared 1o the control and LPS, The highest
concentrations of IL-6 were observed in the LA-5 reatment
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Fig.4 Relmive sbundamce of the main gemus identified during
coboose fermentution i the Human Intestinal Microbial Beosystem
(SHIME®) Simulator, CTL: Comtrod Persod: BGL. trestment with

(p<0.05), followed by the BGL (p < 0.05) and LAS-BGL
(p <0.05) treatments, respectively. Conversely, the highest
concentrations of 1L-10 were present m the BGL and LAS-
BGL reatments (p< 0.05), followed by the LAS treatment.

Correlation Between Bacterial Groups and SCFA's
Concentration

The correlation between the microbiota at the family and
genus taxonomic levels und the concentrations of SCFAs is

shown in Fig. 7, and allows to associate ubundant levels of

SCFAs to specific microbial groups,

Regarding acetic acid, it was observed that the geners
Eubacterium eligens group, Caproicipradicens, Clostridium
sensu stricto 1, Enterococcus, Escherichia-Shigella, Lach-
nospira, Lactobacillus, Lactococeus, and Roseburia had
their abundance reduced (p < 0.05) in samples with higher
concentrations of this acid. In contrast, Lachnospiraceae
FCSO20 group showed a positive correlation (p <0.05),
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Pglucan: LAS: treatment with Lo acidoplules—LA-5: LAS-BGL:
treatment with LA-S combined with f-glucan

On the other hand, butyric wcid was positively correlated
(p<0.05) with the gencru Anaerofilum, Anaerotruncus,
Candidatus soleaferrea, Colidextribacter, Dorea, DTUOSY,
Eisenbergiella, and the families Defluviitalesceae UCG-011,
Lachnospimcese UCG-004, UCG-002, and UCG-003,

Finally, propionic ncid did not significantly correlate with
the evalusted bacterial genera or families.

Discussion

Individuals with T2DM have lower microbial diversity
compared 1o healthy controls, in terms of taxon abun-
dance, they have less microorgunisms bepeficial to the
intestine [35]. Our results demonstrated that after treat-
ments with BGL, LAS and LAS-BGL in SHIME® model,
both the diversity and richness of intestinal microbial
communities in fecal pooled samples increased, resulting
m a microbiota with @ more significant number of spe-
cies, which is considered posttive considering that these

50



Probiotics and Antimicrobial Proteins

Fig.$ Production of intes-
tinal microbiota metabolises
(mmol/L), A Short chain fairy

acids [ncetic, proplonic axl 30 -
butyric acids), B Ammoniam
son comtent (NHe+)L 5, b, ¢
different fetiers indicate u stativ: 25 A
tical ditference |p < (L01), CTL:
Coatrol Perhods BGL: trestment 20 A a
with [kglocan: LAS: trestment £
with L acidophiins—LA-S. 3
LAS-BGL: treatment with LA-S g 15 -
combaned with [l-glucan
10 A
5 4
0 ol ]
Acetic Acid Propionic Acid Butiric Acid
OCTL OBGL @LAS ®LAS-BGL
B
700
600 -
500 tf
g 400 - i
£ 300 -
200 -
100 4
0

individuals generally have impaired species diversity due
w the pathology of T2DM. The increase in diversity may
be mainly reluted to the presence of f-glucan, which pos-
sibly served ay a substrate stimulating bacterial growth
[19]. The in vitro prebiotic eflect of f-glucans obtained
from spent hrewer's yeast agiinst lactobacillus strains dur-
ing in vitro digestion was previously demonstrated [23].
Clinical trials have also shown that -glucan had a posi-
tive offect on glucose homeostasis, in addition to stimu-
lating the growth of Faccalibacterium, Lactobacillus and

Ammonium ions

oCTL BBGL @LAS OLAS-BGL

Bifidobacterium genus in the gut microbiome of patients
with T2DM |19).

Furthermore, Salgago ¢t al. [16] and Singh ¢t al, [185]
recorded an increased microbial richness in treatment with
only f-glucan compared to control and combined therapy
with probiotics. These results may be related 1o the source
of f-glucan, as 115 structure varies according 10 different
sources. This suggests that the fi-glucan obtained from
spent brewer's yeast used in our study performed better as
a prebiotic,
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cytokines {pgimi). &, b, ¢ dilferent lemers indécase o statistical dlﬂa
ence (p<0.00), CTL Control Periodd: BGL: treaoment with P-glocan:
LAS: trestment with L. acidopluiss—LA-5. LAS-BGL: treatment
with LA-5 combined with [-glucan

Patients with T2DM frequently have intestinal dys-
biosis. which s generally associated with inflammaution,
overweight, and obesity 17, 36], Gut microbiome dyshio-
sty his been associated with alterations in homeostisis and
the worsening of several diseases, such us T2DM, mainly
leading to changes in glucose metabolism, worsened insu-
lin resistunce, and increased levels of pro-inflammatory
cytokines [7].

In bealthy adult individuals. the gut microbiota is pn-
marily dominated by bacteria from the Firmicutes and
Bacreroiderey phyla. In patients with T2DM, although the
Firmicutes and Bacteroidetes phyla remain dominunt, the
genus-level composition differs significantly, Generally,
there are decreased levels of Bifidabacterium, Akkermansia,
Faecalibacrerinum, and Bacteroides, whereas the abundance
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of the genern Blautia, Ruminococeus, and Fusobacteria is
increased [3).

When analyzing the microbiome of T2DM paticnts before
treatments with BGL, LAS, or LAS-BGL, we observed that
our phylum-level results corroborate the literature data,
with u predominance of Firmicutes. The phylum Firmicutes
encompasses the largest number of genera m the gut micro-
biot, covering around 200 genera, including Lactobacillus,
Bacillus, Eubacrerium, Faecalibacterium, Ruminococeus,
Roseburia, and Clostridium. Bacteria from this phylum
wre recognized as excellent producers of butyric acid in the
intestinal lumen and are essential for degrading prebiotic
carbohydrates such as fi-glucan [4].

Regarding the microbiots identified before treatments,
Lactobacilluy, Lachnospira, Lactococeus, Clostridiun_
sensu_stricto and Roseburia genera are part of the Firmi-
carex phylum and play i fundamental role in the metabolism
of fermentable carbohydrates 1o SCFAs, producing mainly
acetic und butyric acids [4). On the other hund. the gen-
era Enterococcns and Escherichia-Shigella belong to the
Enterobactertaceae family and are considered faculiative
acrobic tmnslocating bacteria and possible pathobionts. Bac-
teria from these genera cun become pathogens in genetically
susceptible individuals or through factors such as lifestyle,
as 15 the case of individuals with T2DM, directly related to
dysbiosis and inflummatory bowel discases [15].

Recent tnals observed that the intestinal abundance of
the genera Lachnospira, Roseburia |5, 9], Closwridium sensu
stricto | |8], Escherichia-Shigella, and Enterococcus [10]
15 inereased in mdividuals with T2DM when compared o
healthy individuals: in addition, the last two were positively
correluted 1o the presence of pro-inflammatory cytokines
such as TNFea, IL-1§, 1L-6 und HOMA-IR, suggesting
that the increase in these genera may be associated with an
increase in insulin resistance [ 10]. Itis essential to highlight
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that the role of these geaera in T2DM is still controversial
due to the variability of samples and technigues applied,
which impairs the specificity and precision of the results.
The increase in microbiyl diversity observed after treat-
ments with BGL, LAS and LAS-BGL directly impacted
changes in the intestinal microbial communitics of individu-
als with T2DM, with the prevalence of the genera Bacre-
roddes, Alistipes, Acidaminococens i BGL, Lactobacillus,
Subdoligranulum and Bacteroides in LAS, und Bactemides,
Alistipes und Subdoligranudum in LAS-BGL. Sulgago et ul,
[ 16] also observed un increase in the abundance of genera
considered essential for maintaining the integrity of the
intestinal mucosa such as Subdoligranulum and Faecali-
bacteriam, however, in their study the genus Bacrersides
decreased after treatment with LA-S for 14 days using
SHIME® in the fecal microbiome of paticnts with T2DM.

In our study, the genus Bacreroides was one of the most
abundant sfter all treatments, mainly in the combined LAS-
BGL treatment. Bacteroides spp. are importan! fermentens of
polysacchandes to SCFAS and can protect against systemic
inflammatory, immunological, and metabolic diseases such
as T2DM. They improve glucose tolerance and insulin resist-
ance and reduce the release of pro-inflammmatory cytokines
(16, 37},

Another important genus stimulated by treatments with
BGL and LAS-BGL was Alistipes. The increase in the
abundunce of this genus has been positively correlated with
hypoglycemic and lipid-lowering effects, an improvement
in the SCFA-GPR/PY'Y pathways, and the regulation of the
expression of glucose-lipid metabolic enzymes (p-AMPK,
FAS. ACO and DGAT?2) in digbetic mice [38], Species of
the genus Acidaminococcus are considered important fer-
menters of glutamate, an mmportant fuel for the intestinal
epithelium, The influence of these species on improving
intestinal barrier function and consequently improving dys-
biosis has been demonstrated (9],

In the LAS treatment, the highest abundances were of
the genera Lactobacilius and Subdoligranulum: the fatter’s
abundance was also increased in the combined LAS-BGL
treatment, Lactobaciilus spp. is recognized as probiotic and

~several in vitro [37] and in vivo [24, 40] studies have shown
the ability of strains of this genus 10 restore the microbiota in
dysbiosts, in addition to improving insulin resistance, oxida-
tive stress und the inflammatory response inindividuals with
T2ZDM. Furthermore, it has been demonstruted that, more
specifically, L. acidophilus strains, including LA-S, may
play an important role in enhancing immunity by increas-
ing CD4 +and IgA levels and decreasing TNF-o and IL-6
levels [41). The genus Subdoligranuliom includes the spe-
cies Subrdoligramdum variabile, the most studied and a well-
known important producer of butyric acid. Furthermore, the
increase in abundance of this genus has been closely related
0 a healthier metabolic state [40, 42]. A negative correlation

has been observed between the genus Subdoligranulum and
the levels of C-reactive protein (CRP), fatty liver index and
Homeostusis Model Assessment-Isulin (HOMA-IR), which
is considered desirable in patients wath T2DM [42],

In additson, in the current study there was an increase in
the sbundance of species considered important producers
of SCFAs, icluding Exbacterium, Prevotella, Faccalibac-
terium, Parabacteroldes, Bifidobacterium and Olsenella.
In vitro and in vivo studies |4, 43-46] demonstrate that spe-
cies of these genera can act in modulating intestinal mflam-
mation and immunity through the production of butyric,
acetic and propionic acids. Furthermore, there are reports
of mucin stimulation and reduction of translocation bag-
terial {4, 43-46|, Therefore, increasing the abundance of
these bacteria in the microbiome of patients with T2DM
miy relieve some of the disease’s symptoms.

On the other hand, we observed a lower abundance of
some genera positively correlated with the alteration of the
mtestinal epithelium and the production of pro-inflummatory
cytokies, imcluding Surterella, Tvzzerella, Lachnoclostrid-
um, Veillonella, and Holdemanelia. 1n vitro studies asso-
ciated abundant levels of these genera with dinrrhea und
worsening glucose metabolism |5, 47]. 1t s important to
highlight that the treatments with BGL, LAS and LAS-BGL
were able to suppress or considerably reduce the abundance
of the genus Escherichia-Shigelia, which includes a range of
species considered intestinal pathogens indictors of intes-
tinal dysbiosis {15]. This reduction is probably related to
the increase in beneficial bacterin, such as Bacremides spp..
Alistipes spp., Loctobacillus spp. wixd Subdoligranulum spp..
stimulated mainly by treatments with BGL alone or in com-
hination with LA-5, as well as by the consequent production
of metabolites hy these bacterin, mainly acetic acid, which
inhibit the growth of pathogens, creating an intestinal envi-
ronment less favorable for their development [40].

The impact of the changes observed in the fecal micro-
biome after treatments was reflected in the production of
metabolites, with increased levels of acetic, butyric, and pro-
pionic acids and changes in cytokines (IL-6 and 1L-10), This
effect was particularly notable in treatments with $-glocan,
which had an immunomodulatory cffect characterized by a
significant increase i 1L-10 and a decrease in IL-6. Intereu-
Kin-10 {(IL-10) is u cytokine with potent anti-inflammatory
properties, playing a erucial role in immune regulation by
inhibiting the synthesis of pro-inflammatory cytokines [48].
Thercfore, IL-6 may have a dual role depending on the gut
microbiota pattern, When there is an increase in bactetial
pathogen species and a disturbance in the microbiome bal-
ance, IL-6 is involved in heightencd inflammatory responses
that contribute o these destructive processes. Conversely,
in normal gut microbiota and sufficient beaeficial bacterial
species, [L-6 is more involved in maintaining homeostasis
and reducing pathological inflammation [49].
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These results can be explained by the fact that -ghecan,
more precisely the one derived from the brewer yeast used
in our study, when fermented by a variety of intestinal
bacteriul species, can be converted into biologically active
SCFAs, in sddition 1o the anti-inflammatory and immu-
nomodulatory effects [22). The effects of prebiotics und
probiotics in SFCA on T2DM have been scarcely studied.
Birkeland et al. [14] reported through in vivo trials that
the probiotic ingredients oligofructose and inulin (16 g/d)
administrated for 6 weeks induced an increase in fecal
levels of acetic acid and propionic aeid, and bifidobacte-
ria in patients with T2XDM aged between 41 and 71 years.
Salguago et al. [16] reported higher levels of butyric acid
but did not observe changes in the levels of geetic and
propionic acids after 14 days of treatment with LA-5 using
SHIME® in the gut microbiota of adults with T2DM.

More outstanding production of acebic, propionic and
butyric acids observed is considered positive, as these
SFCAS can act as signalery, binding to receptors on enter-
vendocrine cells, facilitating postprandial secretion of
hormaones in the intesting and improving glucose homeo-
stasis [ 14]. Acetic aeid is the most abundant SCFAS syn-
thesized by the gut microbiota through the fermentation
of non-digestible polysaccharides, being produced mainly
by species of the genera Bacteraidey and Prevotella [50].
Agcetic ncid was negatively correlated with glycemia and
insulin resistance indicwtors, and with serum concentri-
tions of IL-6 in murine models of T2DM [51]. Further-
more. it is o potent inhibitor of species’ growth from the
Enterobacteriaceae formily [15). Our results correlated
inereased concentrations of acetic and butiyric acids with
the Lachnospiraceae family, which includes species capa-
ble of using wcetic acid 1o produce butyric acid through
the butyryl-CoA or acetate CoA transferase puthways or
via butyrate Kinase [52].

Butyric acid is considered the main encrgy source for
colonocytes and has anti-inflammatory effects, being pro-
duced mainly by the species Faecalthacteriam prausniszii,
Eubacterium rectale and Roseburia intestinalis {53]. Some
studies have reported that the fevels of butyrare-producing
bacteria in diabetic patients are reduced, leading to tmpaired
glucose metabolism [54, 551 The potential protective cffect
of butyrate against T2DM has been mainly atributed to
improved insulin sensitivity [54]. Mollics et al, [55]. using
a mouse model induced by obesity und insulin resistance,
found that butyrate attenuated the changes induced by a
high-far diet in lipid profiles and the hormones adiponectin
and leptin, restoring glucose homeostasis and expression
GLUT2 and reducing inflammation through the redoction
of pro-inflammatory markers.

Furthermore, propionic acid is associated with improved
-cell function with increased insulin secretion independent
of changes i GLP-1 levels [56].
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The production of ammaonia tons is carried out mainly
by the kidneys and intestinal bacteria that participate in
deamination processes by degrading amino acids and other
amino compounds {571, It has been reported that insulin
resistance could increase protein catabolism, leading to
greater ammonia production. Therefore, patients with T2DM
would be more susceptible to hypernmmonemia (58], The
lower production of ammonism ions observed in our resulls
after treatment with LAS is considered positive, as when at
high levels, they can harm the morphology of colonocytes,
increasing their permeability and facilitating bacterisl trans-
location, making the organism more susceptible 1 the pres-
ence of infections und chronic inflammations [59). Further-
more, excess ammonia can lead 1o hepatic encephalopathy,
as it compromises the detoxification process by the liver,
Ieading to the accumulation of theése 10ns in the systemic
circulation and cuusing toxicity when they reach the central
nervous system [59]. 1t has been proposad that peobiotic hac-
teria may facilitate increased ammaonia excretion and reduce
blood urea mitrogen concentrution | 11]. Salgago et al. [16]
also observed lower production of ammonium ions by the
gut microblota of adults with T2DM after 14 days of treat-
ment with LA-S using SHIME®,

Conclusion

This study demonstrates that prebiotics and probiotics, par-
ticularly spent brewer’s yeast b-glucan and Lactobacillus
acidophiluy LA-3, can positively influence gut microbiota
composition and improve metabolic indicators in adults with
type 2 diabetes mellitus (T2DM), The research revealed that
BGL, LAS. and their combination (LA5S-BGL ) enhance the
richness and diversity of microbial communities, These
trestments also increased the abundance of beneficiul bac.
terii such as Bacteroldes, Alistipes, Lactobacillus, Subdol-
igramudum, and Acidaminacoccius, abong with elevated levels
of SCFAs and the anti-inflammatory cytokine IL- 10, Nota-
bly, BGL. treatments were particulurly effective in boosting
microbial diversity, SCFAs production (batyric, propionic,
and acetic acids), and IL-10 levels. LAS was most effective
in reducing ammonium jon kevels, These findings underscore
the role of BGL as a potent prebiotic and immunomodulatos,
suggesting its potential as an adjuvant therapy to alleviate
symptoms of T2DM in adults, Further research s recom-
mended 10 explore the long-term beaefits and mechanisms
underlying these effects,
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

O Sr.(a) estd sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa intitulado “Impacto
de Probiotico na Microbiota Oral e Intestinal, de Individuos com Periodontite e com Diabetes
Mellitus Tipo 2 Utilizando Modelo Col6nico In vitro (SEMH®) . O objetivo deste trabalho é
estudar a associacdo do Diabetes Mellitus tipo 2, com a presenca de alteracfes nos dentes e
gengiva gque possam levar a periodontite que € a inflamacéo e infeccdo dos ligamentos e 0ssos
que dao suporte aos dentes, é uma doenca comum, porém perfeitamente possivel de ser
prevenida, comparando os achados em pacientes sem diabetes e sem periodontite, com 0s
pacientes somente com Diabetes Mellitus tipo 2, com pacientes somente com Periodontite e
com pacientes com a presenca de ambas as doencas. Para tanto, deverei responder a um
questionario de salde, ser submetido a exame clinico de rotina dos dentes (avaliacdo da
presenca de lesdes de carie e restauracdes) e da gengiva, coleta de amostras de saliva, de fluido
do sulco gengival (liquido presente entre a gengiva e o dente) e de placa bacteriana (depdsito
de bactérias localizado abaixo da gengiva). O material sera utilizado exclusivamente para essa
pesquisa, ndo podendo ser reutilizado em pesquisa posterior. Os riscos sdo minimos, terd o
desconforto da coleta de fezes que pode levar apenas algum constrangimento e desconforto no
momento da coleta, sera fornecido ao senhor(a) recipiente apropriado para coleta, o desconforto
da coleta de amostras de saliva, de fluido do sulco gengival (liquido presente entre a gengiva e
o0 dente) e de placa bacteriana (depdsito de bactérias localizado abaixo da gengiva), também sdo
minimos, pois as coletas serdo realizadas por um profissional odontoldgico na prépria clinica
de periodontia localizada na UNESP-Araraquara, lembrando que esta clinica possui recursos e
profissionais capacitados para oferecer assisténcia integral diante de possiveis reacoes adversas
que, embora raras, possam vir a ocorrer durante a coleta, tais como: hematoma, néuseas,
vOmitos. Entretanto, fui informado de que os riscos serdo minimizados com a realizagdo da
coleta de salivas, fluido do sulco gengival e de placa bacteriana, por um profissional
devidamente treinado e habilitado para realizar o procedimento e que terei assisténcia integral
em caso de ocorréncia dos danos previstos, em virtude das informacdes coletadas serem
utilizadas unicamente com fins cientificos, sendo garantidos o total sigilo e confidencialidade,
através da assinatura deste termo, o qual o(a) Sr.(a) receberd uma copia e se desejar, sera
informado sobre os resultados dessa pesquisa.

A sua participa¢do como voluntario terd a duracéo de apenas 1 dia e ndo ter4 nenhuma
despesa ao participar desse estudo; caso ocorra algum dano em decorréncia de sua participacéo,
0 participante fara jus a reparacéo.

O(a) Sr.(a) tera o direito e a liberdade de negar-se a participar desta pesquisa total ou
parcialmente ou dela retirar-se a qualquer momento, sem que isto lhe traga qualquer prejuizo
ou punicao.
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Para qualquer esclarecimento no decorrer da sua participacdo, estarei disponivel através do
telefone: 16981630790 e e-mail: mateus.salgaco@unesp.br. O senhor (a) também podera entrar
em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara
da UNESP, na Rodovia Araraquara Jau, Km 01 — s/n, Bairro: Campos Ville, 14800-903 —
Araraquara, SP, telefone (16) 3301-4657 e e-mail: sta@fcfar.unesp.br.

Eu ., RG , Estado
Civil , ldade anos, residente na , n° ,
Bairro , Cidade , Telefone

declaro que apds ter sido esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a), lido e assinado o presente termo
em duas vias, e entendido tudo o que me foi explicado, concordo em participar da Pesquisa
intitulada

(13

Araraquara, de de 20

Assinatura do Pesquisador

Assinatura do Voluntario


mailto:mateus.salgaco@unesp.br
mailto:sta@fcfar.unesp.br
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DECLARAGCAO

Eu, Mateus Kawata Salgaco, pesquisador responsavel pelo Projeto de Pesquisa
“Impacto de Probiotico na Microbiota Oral e Intestinal, de Individuos com Periodontite e com
Diabetes Mellitus Tipo 2 Usando Modelo Coldnico In vitro (SEMH®)", declaro que todas as
informacdes ao sujeito da pesquisa serdo fornecidas por mim ou pela minha equipe no momento

da obtenc¢éo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Assinatura
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INFLUENCIA DE PROBIOTICO NA MICROBIOTA ORAL E
INTESTINAL DE INDIVIDUOS COM PERIODONTITE E COM
DIABETES MELLITUS TIPO 2
UTILIZANDO MODELO COLONICO IN VITRO

(SEHM®) Pesquisador: MATEUS KAWATA SALGACO Area
Temética:
Versao: 1

CAAE: 30156020.8.0000.5426

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara
da UNESP Patrocinador Principal: FUND COORD DE APERFEICOAMENTO DE PESSOAL
DE NIVEL SUP

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 4.015.359

Apresentacédo do Projeto:

Neste projeto seré avaliado o efeito do Lactobacillus acidophilus LA5 sobre a composicéo da
microbiota oral e intestinal de individuos com doenca periodontal (Experimento 1), individuos
com diabetes mellitus tipo 2 (Experimento 2) e com doenca periodontal e diabetes mellitus
tipo 2

(Experimento 3) utilizando o Simulador do Ecossistema Microbiano Humano (SEMH), todos
experimentos serdo realizados em modelo in vitro. Como experimento controle sera avaliado
o efeito do Lactobacillus acidophilus LA5 em individuos saudaveis, ou seja, sem doenga
periodontal e diabetes (Experimento 4). Sera avaliado a sobrevivéncia do Lactobacillus
acidophilus LA5 no SEMH, assim como serd realizado a andlises de sequenciamento do gene
16S rRNA, de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e ions ambnio. Também sera realizado
andlises de parametros imunologicos

Sendo assim, o0 projeto é apresentado contendo dados suficientes que justificam o uso de
amostras humanas.

Objetivo da Pesquisa: Avaliar o efeito do probiético Lactobacillus acidophilus La-5 sobre o
microbioma oral e do célon, metabolismo da populacdo microbiana do célon e parametros
imunoldgicos utilizando o Simulador do Ecossistema Microbiano Humano (SEMH®)

Endereco: Rodovia Araraquara Jaud, km 1 Péagina 01 de 03
Bairro: Campus Universitario CEP: 14.801-902
UF: SP Municipio: ARARAQUARA

Telefone: (16)3301-4657 E-mail: sta@fcfar.unesp.br


mailto:sta@fcfar.unesp.br

62

| Comité de

EP QLo

Fatudads o Clnoia Fasmactubiia

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos foram corretamente descritos no projeto e sdo considerados minimos. Sera utilizado
material colhido da via oral e fecal de diferentes individuos.

Os beneficios séo verificar o quao relacionado a periodontia esta com a diabetes tipo 2, e
vice-versa, além da verificacdo da influéncia de probidtico nestas doencas isoladas e juntas,
além de ser um estudo em um modelo in vitro que permite mimetizar todo ambiente oral e
intestinal do ser humano.

Comentarios e Consideragfes sobre a Pesquisa:
O projeto demonstra alta originalidade

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

O TCLE esta adequado e contém todas informacdes necessarias. Recomenda-se apenas
espacar os paragrafos do TCLE para melhor visualizacao pelo participante da pesquisa
Recomendacdes:

Recomendacdes: Espacar os paragrafos do TCLE para melhor visualizacdo pelo participante
da pesquisa

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, reunido no dia 30
de abril de

2020, analisou e aprovou o projeto de pesquisa em questdo. O relatorio parcial devera ser
entregue em NOVEMBRO DE 2020 e o Relatério Final junto aos Termos de Consentimento
Livre Esclarecido (originais e assinados em todas as folhas) deverdo ser entregues em
JUNHO DE 2021 Consideragdes Finais a critério do CEP:

Endereco: Rodovia Araraquara Jad, km 1

Bairro: Campus Universitario CEP: 14.801-902
UF: SP Municipio: ARARAQUARA

Telefone: (16)3301-4657 E-mail: sta@fcfar.unesp.br
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mailto:sta@fcfar.unesp.br

Etica em

@ | Comité de
p | Pesquisa

Fatu s o CRlod i Fasmastubisa

63

Brant ™

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes PB_INFORMACOES_ BASICAS DO_P | 19/03/2020 Aceito
Bésicas do ROJETO_1498042.pdf 15:18:25
Projeto
Projeto Projeto.pdf 19/03/2020 [ MATEUS Aceito
Detalhado / 15:17:31 |KAWATA
Brochura SALGACO
Investigador
TCLE / Termos | TCLE.pdf 19/03/2020 | MATEUS Aceito
de 15:16:49 [KAWATA
Assentimento / SALGACO
Justificativa de
Auséncia
Péagina 02 de
Continuacgéo do Parecer: 4.015.359

Cronograma Cronograma.pdf 19/03/202 | MATEUS Aceito

0 15:14:11 |KAWATA

SALGACO

Folha de Rosto | FolhadeRostoAssinada.pdf 02/03/202 | MATEUS Aceito

0 09:30:31 | KAWATA

SALGACO

Situacédo do Parecer:

ARARAQUARA, 08 de Maio de 2020

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o
Enderego: Rodovia Araraquara Jau, km 1
Bairro: Campus Universitario
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-4657

Assinado por:

Coordenador(a)

CEP: 14.801-902

E-mail:

Christiane Pienna Soares

sta@fcfar.unesp.br
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