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RESUMO 

 

β-glucanas (BGL) de leveduras são polissacarídeos reconhecidos pela sua funcionalidade 

fisiológica como prebióticos. O diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) representa uma preocupação 

de saúde pública com elevada prevalência em todo o mundo. Para a prevenção e controle do 

DMT2, a utilização de componentes dietéticos com propriedades funcionais, como prebióticos 

e probióticos mostrou-se como uma estratégia promissora. O presente estudo avaliou os efeitos 

da BGL de levedura descartada de cervejaria, isolada e em combinação com o probiótico 

Lactobacillus acidophilus LA-5 (LA5), na composição 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 ressonância magnética nuclear. Foram avaliados os 

tratamentos com BGL (7,5 g), LA5 (106 UFC/g) e LA5-BGL [LA5 (106 UFC/g) + BGL (7,5 

g)] administrados uma vez ao dia durante 7 dias. Modelo dinâmico de fermentação colônica 

utilizando o Simulador do Ecossistema Microbiano Intestinal Humano (SHIME®), foi aplicado 

e a microbiota intestinal foi avaliada nos diferentes tratamentos quanto a composição e 

diversidade por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA. Paralelamente foram mensurados 

os íons de amônia e os níveis de ácidos graxos de cadeia curta nas amostras. A BGL associada 

ou não com a cepa probiótica LA5 contribuiu para o equilíbrio da microbiota intestinal de 

indivíduos diabéticos. Houve um aumento significativo na riqueza microbiana nos grupos 

tratados em comparação ao controle (microbiota intestinal de diabéticos tipo 2 sem 

administração de tratamento), sendo evidenciados índice Chao1 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 associação 

aumentaram a abundância relativa de Bacteroides, Alistipes, Lactobacillus, Subdoligranulum e 

Acidaminococcus, assim como os níveis de ácidos graxos de cadeia curta (propionato, butirato 

e acetato). A BGL e LA5 aumentaram a secreção da citocina pro-inflamatória IL-6 (p<0,05), 

com as maiores concentrações observadas no grupo LA-5, seguidas pelo BGL e LA5-BGL. 

Todos os tratamentos aumentaram a citocina anti-inflamatória IL-10 (p<0,05), com as maiores 

concentrações de IL-10 nos tratamentos BGL e LA5-BGL. Os resultados indicam potenciais 

efeitos benéficos da BGL associada ou não ao LA5 na microbiota intestinal e indicadores 

metabólicos de adultos com DMT2, podendo vir a ser utilizado como adjuvante no tratamento 

dessa patologia, via modulação da microbiota intestinal. Os resultados deste estudo abrem 

perspectivas promissoras para futuras pesquisas, incluindo ensaios clínicos em larga escala para 

confirmar os benefícios observados na modulação da microbiota intestinal e nos indicadores 

metabólicos de pacientes com DMT2. Além disso, destaca o potencial para desenvolver 

produtos funcionais sustentáveis, aproveitando subprodutos industriais. 

Palavras-chave: β-glucana; Disbiose Intestinal; Ácidos Graxos de Cadeia Curta; Diabetes 

Mellitus Tipo 2; Probióticos. 



 

ABSTRACT 

Yeast β-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 (10⁶ CFU/g), and LA5-BGL [LA5 (10⁶ 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 Chao1 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, LA5, 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 IL-10 (p<0.05), with the highest IL-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: β-glucan; Gut Dysbiosis; Short-Chain Fatty Acids; Type 2 Diabetes Mellitus; 

Probiotics. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doença metabólica progressiva, caracterizada pela 

resistência à insulina e/ou disfunção das células betas pancreáticas (Galicia-Garcia et al., 2020). 

Os principais tipos de DM são o tipo 1 e o tipo 2. O tipo 1 é uma doença autoimune que leva à 

destruição das células betas do pâncreas, geralmente iniciando-se na infância ou adolescência, 

e está associado a fatores genéticos (Müller et al., 2024). Já o DM Tipo 2 (DMT2) é mais 

comum na fase adulta e na velhice, e o seu desenvolvimento está relacionado a fatores como a 

hereditariedade, etnia e os hábitos de vida inadequados, incluindo uma alimentação 

desequilibrada (Zheng; Ley; Hu, 2018; Caires; Chiachio, 2020; Felipe et al., 2021). 

O tratamento do DMT2 envolve a terapia medicamentosa e modificações no estilo de 

vida, visando melhorar a qualidade e expectativa de vida dos pacientes, além de evitar o 

surgimento de complicações associadas como doenças cardiovasculares, neuropatia, retinopatia 

e nefropatia (Tafoya, 2023). 

A prevalência mundial de pessoas diabéticas com idade entre 20-79 anos triplicou nas 

últimas duas décadas. Observa-se que esse aumento passou de 151 milhões de pessoas no ano 

de 2000 para 463 milhões em 2019 (International Diabetes Federation, 2019). Em 2021, 

estimava-se que 529 milhões de pessoas viviam com DM, um número que dobrará para cerca 

de 1,31 bilhão até 2050. A taxa global de prevalência de DM, padronizada por idade, foi de 

6,1%. Essa prevalência 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 países com o maior número de pessoas 

com DM, com cerca de 16,8 milhões de pessoas diagnosticadas pelos dois tipos da doença 

(Institute For Health Metrics and Evaluation Population Health Building, 2021). 

A utilização de componentes dietéticos com propriedades funcionais incluindo 

prebióticos e probióticos têm mostrado ser uma estratégia promissora para o tratamento do 

DMT2 (Wang et al., 2023). Estudos observaram efeitos positivos da suplementação com esses 

componentes bioativos no tratamento da obesidade, na redução da gordura visceral e dos 

lipídeos sanguíneos, na resposta pós-prandial da insulina e glicose, para modulação da resposta 

inflamatória, além da atuação como substratos fermentáveis para modificação da microbiota 

intestinal (Carvalho; Gallão; De Brito, 2021; Costa, 2021). Dentre os prebióticos, destaca-se a 

β-glucana (BGL), um polissacarídeo não digerível com potencial funcional relevante. 
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BGL de levedura são polissacarídeos insolúveis derivados da parede celular de 

leveduras que apresentam características estruturais distintas e composição diversificada, 

contendo glucanos de ligações mistas (β1→3), (β1→6), (α1→4) e (β1→4) (Bastos et al., 2022). 

Esses polissacarídeos possuem forte atividade biológica, incluindo a redução da resposta pós- 

prandial de glicose no sangue, diminuição do nível de colesterol sérico, combatendo infecções, 

resistindo à oxidação e promovendo estimulação imunológica e atividade antitumoral (Lin; 

Han; Wu, 2024). 

BGL obtidas de Saccharomyces cerevisae descartada em cervejaria como subproduto 

da fermentação têm sido reconhecidas pela sua funcionalidade (Sampaolesi et al., 2022). Estudo 

recente relatou atividade prebiótica de BGL de levedura semelhante à da inulina, que é 

universalmente reconhecida como um prebiótico (Wang et al., 2020). Prebióticos são 

ingredientes alimentares que promovem o crescimento de probióticos no cólon e estimulam o 

sistema imunológico, auxiliando na prevenção e no tratamento de diversas patologias (Yadav 

et al., 2022). 

Microrganismos probióticos são definidos como microrganismos que, quando 

administrados em doses adequadas, promovem benefícios para a saúde do hospedeiro. Em 

virtude disso, são capazes de modificar o perfil da microbiota intestinal e consequentemente 

influenciar os parâmetros metabólicos, como a melhora da sensibilidade à insulina (Salgaço et 

al., 2020; Hill et al., 2014). Guedes et al. (2019), observaram efeito protetor da BGL de levedura 

frente a cepas probióticas, semelhante aquele exercido por fruto-oligossacarídeos (FOS). 

Salgaço et al. (2023) observaram a que a cepa probiótica Lactobacillus acidophilus- 

LA5 (LA5) promoveu um aumento na diversidade microbiana, melhora do perfil metabólico, 

diminuindo a produção de íons de amônia e elevando os níveis de ácido butírico, um metabólito 

crucial para o controle glicêmico na microbiota intestinal de pacientes com DMT2. Entretanto 

os efeitos da BGL de levedura descartada em cervejaria, associada ou não com LA5, na 

microbiota intestinal de pacientes de DMT2 usando o Simulador de Ecossistema Microbiano 

Intestinal Humano (SHIME®) não 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 composição da microbiota intestinal de adultos com DMT2 usando o SHIME®. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 ESTRUTURA E BIOATIVIDADE DA β-GLUCANA DE LEVEDURA 

As BGL de levedura são polímeros de glicose de uma cadeia principal de β (1,3) -glucana 

linear com cadeias laterais ligadas em β (1,6) (Zhu; Du. Xu, 2016). A parede celular 

de Saccharomyces cerevisiae é uma fonte importante de BGL. A BGL de Saccharomyces 

cerevisiae é formada por um esqueleto central linear composto por unidades de glicose ligadas 

na posição β (1-3). Este esqueleto linear é complementado por cadeias laterais unidas em β (1- 

6), que ocorrem em diversas posições e apresentam tamanhos variados (Vuscan et al., 2024) 

(Figura 1). 

 

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

monômeros de -D-glicose ligada por uma ligação β 1,6- glicosídica. 

 

Fonte: Bashir; Choi, 2017. 

 

 

Leveduras do gênero Saccharomyces são amplamente utilizadas em cervejarias para 

fermentação e geram grandes volumes de células excedentes após o processo. Esse subproduto, 

pode ser reutilizado em novas fermentações até limites de viabilidade celular e contaminação. 

Frequentemente usado como ração animal, também pode ser destinado à extração 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 à sua 

composição química, esses subprodutos têm potencial para reintegração sustentável 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 produção anual de até 400 milhões de quilos de biomassa. Essa 
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biomassa, devido à sua composição rica em nutrientes e compostos funcionais, apresenta um 

grande potencial para a reutilização e extração desses compostos, com destaque para a BGL. 

Por sua versatilidade, não deve ser desperdiçada, pois é um recurso importante para diversas 

aplicações tanto industriais, quanto para a promoção de benefícios à saúde (Gautério et al., 

2022). 

Os benefícios da BGL para a saúde estão relacionados ao seu potencial em estimular 

o sistema imunológico (Spacek et al., 2022), atividade antitumoral (Geller; Shrestha; Yan, 

2019), antiinflamatória (Černá et al, 2020), cardioprotetora e redutiva do estresse oxidativo 

(Wang et al., 2022), hipocolesterolêmica (Sima; Vannucci; Vetvicka, 2018) e antidiabética 

(Cao et al., 2017). A BGL de levedura também pode atuar na atenuação da doença inflamatória 

intestinal e contribuir para uma regulação positiva da microbiota intestinal (Yang et al., 2024), 

apresentando propriedades prebióticas, 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 antiobesogênica remodelando 

a microbiota intestinal, melhorando principalmente a abundância de bactérias relacionadas a 

produção de AGCCs, como Anaerostipes , Coprobacillus e Roseburia, e reduzindo a 

abundância de bactérias associadas à obesidade, como Parabacteroides e Lactococcus 

(Muthuramalingam et al., 2020). 

Essas propriedades estão associadas aos mecanismos moleculares da BGL de levedura 

e sua ligação a receptores celulares específicos, como a Dectina-1, ao longo do revestimento 

intestinal e células imunes específicas, como células apresentadoras de antígeno. A resposta 

imune inata dependente de Dectina-1 induzida pela BGL na mucosa intestinal envolve fatores 

reguladores imunes e pró-inflamatórios (Vries et al., 2020). Ainda a BGL de levedura da 

cerveja é capaz de induzir a fagocitose e a produção 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 imunológico, 

como os macrófagos, e melhorar a resposta imunológica em doenças, como o DMT2. Ela tem 

o potencial de aumentar a produção de IL-10 em monócitos, o que pode, por sua vez, regular a 

atividade das células NK (natural killer). Essas células desempenham um papel crucial na 

modulação das respostas inflamatórias e metabólicas, o que é relevante para o 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 metabólica e natureza crônica, caracterizada 

predominantemente pela hiperglicemia. Essa condição decorre de disfunções na produção de 

insulina, na sua ação, ou em ambas as funções (Siller et al., 2020; Howsawi; Alem, 2024). 

Com base em suas características e mecanismos fisiopatológicos, o DM é classificado 

em duas categorias principais. O DMT1 decorre da destruição autoimune das células betas 

pancreáticas, resultando em deficiência absoluta de insulina, incluindo variantes como o 

diabetes autoimune latente do adulto. O DMT2 é caracterizado pela perda progressiva da 

capacidade de secreção adequada de insulina pelas células betas pancreáticas, geralmente 

associada à resistência à insulina. Além desses, existem outros tipos de diabetes relacionados a 

causas específicas, como alterações genéticas, doenças do pâncreas e uso de determinados 

medicamentos (El-sayed et al., 2023). 

O DMT2 é a forma mais comum da doença, e seu aumento contínuo está intimamente 

ligado a fatores econômicos, sociais e demográficos que influenciam os padrões de saúde em 

escala global (Yan et al., 2023). Segundo a ADA (2024), o diagnóstico do DMT2 pode ser 

feito através de testes de hemoglobina glicada (≥6,5%), glicemia de jejum (≥126 mg/dL) ou 

teste de tolerância à glicose oral (≥200 mg/dL após 2 horas). Caso o paciente apresente sintomas 

clássicos de hiperglicemia, um único teste positivo pode ser suficiente para o diagnóstico. O 

exame deve ser repetido para confirmação em situações padrão. 

O diagnóstico precoce e o tratamento adequado nas fases iniciais da doença são de 

fundamental importância para evitar progressão e o surgimento de complicações crônicas 

(SBD, 2024). Dentre as principais complicações, ressaltam-se alterações cardiovasculares, 

neurológicas, retinopatias e nefropatias (Muzy et al., 2021; Campos et al., 2024). Essas 

complicações do DMT2 impactam significativamente a qualidade de vida dos indivíduos 

afetados, resultando em consequências físicas, psicológicas, sociais e econômicas (Wang et al., 

2024). 

O DMT2 ocorre mais frequentemente em adultos de meia-idade e idosos, e sua causa é 

multifatorial (Ortiz-Martínez et al., 2022). Além disso, o risco é aumentado por diversos fatores, 

como dieta, estilo de vida, obesidade abdominal, idade, histórico familiar, hipertensão arterial 

e dislipidemia. Desta forma, destaca-se a importância de tratamentos individualizados para o 

DMT2, que combinam mudanças no estilo de vida, como dieta e atividade física, com terapias 
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farmacológicas, ajustados às necessidades clínicas de cada paciente (Galindo et al., 2023). 

Além disso, estudos recentes investigaram a coadministração de probióticos e prebióticos como 

adjuvantes à farmacoterapia, fornecendo também uma estratégia de tratamento eficaz no 

manejo dos sintomas de hiperglicemia no DMT2 (Viteta et al., 2023). 

Recentemente, a modulação da microbiota intestinal tem emergido como uma estratégia 

promissora para a prevenção, controle e tratamento adjuvante do DMT2, com evidências 

sugerindo seu impacto positivo na regulação do metabolismo e na melhora da resposta 

insulínica (Zhou et al., 2022; Paul et al., 2022). 

2.3 A INFLUÊNCIA DA MICROBIOTA INTESTINAL NO DIABETES MELLITUS TIPO 2 

 

Os mecanismos pró-inflamatórios desempenham um papel central no desenvolvimento 

do DMT2, envolvendo o acúmulo de tecido adiposo disfuncional, que produz citocinas 

inflamatórias em excesso, e uma disfunção do sistema imunológico. Esses fatores contribuem 

para a resistência à insulina e perpetuam um estado inflamatório sistêmico, agravando o 

controle glicêmico (Wondmkun, 2020; Salazar et al., 2020). 

Alterações na microbiota intestinal também podem tornar indivíduos mais susceptíveis 

a problemas de saúde relacionados ao DMT2 (Li et al., 2020). A microbiota intestinal humana 

é um ecossistema complexo, composto por uma rede ecológica multifacetada de bactérias, 

eucariotos, archaea, vírus e bacteriófagos. Esta comunidade de microrganismos é responsável 

pela proteção do hospedeiro contra patógenos, estimulando e modulando o sistema 

imunológico, produzindo metabólitos essenciais e nutrindo as células gastrointestinais 

(Matenchuk; Mandhane; Kozyrskyj, 2020). Cerca de 10 – 100 trilhões de células microbianas 

simbióticas vivem no intestino humano. A comunidade bacteriana intestinal, em específico, 

pode ser dividida principalmente em 2172 espécies isoladas em seres humanos, classificadas 

em 12 diferentes filos, dos quais 93,5% pertencem aos gêneros Proteobacteria, Firmicutes, 

Actinobacteria e Bacteroidetes (Giambò, et al., 2021). 

A composição e diversidade bacteriana da microbiota intestinal pode ser alterada por 

diversos fatores, como transições infantis (idade gestacional de nascimento, tipo de parto, 

práticas de amamentação, desmame infantil), hábitos alimentares, idade, etnicidades, hábitos 

culturais e de estilo de vida (prática de exercícios físicos, consumo de álcool), fatores 

geográficos e ambientais, estresse, obesidade, o consumo de probióticos e prebióticos, 
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antibioticoterapia, comorbidades intestinais e doenças metabólicas (Tomova et al., 2019; Wong 

et al., 2018; Rinniella et al., 2019; Milanovic et al., 2019). 

Ainda, o hábito alimentar é um dos fatores que também pode influenciar na microbiota 

intestinal. Dietas com baixo teor de fibras, proteínas e gorduras têm sido associadas ao aumento 

da inflamação e da permeabilidade intestinal, alterando a translocação de populações 

bacterianas e metabólitos que modulam a inflamação. Além disso, os metabólitos derivados da 

microbiota intestinal, incluindo bacteriocinas, AGCC e vitaminas, parecem desempenhar um 

papel vital na ativação da resposta imune intestinal, protegendo contra patógenos externos 

(Sakkas et al., 2020; Costa, 2021). 

A disbiose pode acarretar em aumento da permeabilidade intestinal, e, 

consequentemente, a passagem de lipopolissacarídeo (LPS) para a circulação sistêmica, 

causando uma endotoxemia metabólica e gerando um estado inflamatório crônico (Pantoja et 

al., 2019). A passagem de LPS e endotoxinas para a corrente sanguínea é chamada de “síndrome 

do intestino permeável” (do inglês, leaky gut syndrome), que desempenha um papel crucial na 

patogênese de várias doenças, como a DMT2 (Zhang et al., 2020). 

Existem evidências de que o DMT2 está associado à inflamação crônica de baixo grau 

(Gomes; Accardo, 2019). A disbiose intestinal e o influxo de fatores microbianos têm sido 

associados à inflamação e ao metabolismo da glicose prejudicado (Zhang et al., 2020). Além 

disso, a função da barreira epitelial sofre interferência dos níveis glicêmicos, uma vez que o 

estado de hiperglicemia favorece o influxo anormal de produtos microbianos 

imunoestimuladores e a difusão sistêmica de patógenos intestinais (Thaiss et al., 2018). 

Conforme mencionado, mudanças na microbiota intestinal influenciam nos metabólitos 

intestinais, afetando a produção de butirato e acetato. Esses metabólitos estão relacionados com 

a resistência à insulina e, consequentemente, o controle glicêmico. Sendo o butirato e o 

propionato os principais responsáveis 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 primária para as células do cólon do hospedeiro, tendo ainda 

efeitos sob a homeostase energética. Bactérias do Filo Bacteroidetes produzem essencialmente 

acetato e propionato, sendo o propionato responsável pela regulação da gliconeogênese e da 

saciedade, após transferência para o fígado. O acetato é o AGCC em maior quantidade no fígado 

e exerce efeitos sobre a lipogênese e no metabolismo do colesterol, bem como na regulação 

central do apetite (Alves, 2021; Pinto, 2019). 



17 
 

 

 

 

 

As proteínas da dieta também modulam a composição da microbiota intestinal e a 

produção de metabólitos. Enquanto a fermentação de carboidratos não digeríveis gera AGCC, 

as proteínas são as principais fontes de nitrogênio utilizadas na multiplicação de 

microrganismos da microbiota intestinal, sendo sua fermentação responsável pela produção de 

AGCC e amônia, entre outros metabólitos proteolíticos como poliaminas, fenóis, indóis, ácidos 

graxos ramificados e sulfeto de hidrogênio (Álvares et al., 2021). Assim, a interação entre 

proteínas da dieta, prebióticos e probióticos desempenha um papel crucial na modulação da 

microbiota intestinal e na produção de metabólitos, contribuindo para a manutenção da saúde 

intestinal. 

2.4 PREBIÓTICOS E PROBIÓTICOS 

 

Prebióticos são definidos como substratos utilizados seletivamente por microrganismos 

do hospedeiro conferindo benefícios à saúde. Prebióticos devem apresentar algumas 

características específicas, tais como: resistência à acidez gástrica, hidrólise por enzimas 

digestivas e gastrointestinais; fermentação pela microbiota intestinal e promoção do 

crescimento de microrganismos probióticos (Gibson et al., 2017; Guarino et al., 2020). 

Além disso, para que um componente seja considerado prebiótico, ele deve ser seguro 

para consumo e demonstrar benefícios à saúde que sejam mediados pela microbiota intestinal. 

Ainda, é essencial que a ingestão desse componente esteja associada a alterações na microbiota 

intestinal do hospedeiro, influenciadas pela atividade dos microrganismos presentes no 

intestino. Assim, são essas alterações, juntamente com os benefícios à saúde que delas resultam, 

que definem um alimento como "prebiótico" (Gibson et al., 2017; Swanson et al., 2020). 

A maioria dos prebióticos requer uma dose oral superior a 3 g por dia para exercer um 

efeito benéfico. No entanto, um consumo mínimo diário de 3 g de prebióticos é considerado 

suficiente para proporcionar benefícios, relacionados à saúde intestinal e ao equilíbrio da 

microbiota intestinal (Gibson et al., 2017; Neves, 2024). Por outro lado, doses de até 20 g por 

dia podem ser necessárias para alcançar resultados terapêuticos específicos (Holscher; Hutkins; 

Sanders, 2021). 

Algumas fibras dietéticas possuem alegação prebiótica, uma vez que a ingestão desses 

componentes tem um efeito notável no equilíbrio da microbiota intestinal e na saúde. Todavia, 

nem todas as fibras podem ser classificadas como prebióticas. Até o momento, apenas os 

oligossacarídeos resistentes, frutanos (FOS, oligofrutose e inulina) e galactanos, estão 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


18 
 

 

 

 

 

documentados na literatura como prebióticos (Rezende; Lima; Naves, 2021). Outros 

compostos, que não necessariamente carboidratos, também podem apresentar alegações 

prebióticas, como é o caso das proteínas não digeríveis ou peptídeos bioativos, ácidos graxos 

insaturados e compostos bioativos (Ashaolu et al., 2019). 

O consumo de prebióticos está associado a diversos efeitos positivos para a saúde, 

atuando na prevenção de alergias (Brosseau et al, 2019), remissão de doenças inflamatórias 

intestinais (Zhang et al, 2021), diminuição do risco de câncer (Zene et al, 2017), redução do 

risco de doenças cardiovasculares e diabetes (Lockyer; Stanner, 2019). Esses efeitos estão 

associados aos mecanismos diretos ou indiretos que influenciam na saúde do hospedeiro. Os 

prebióticos possuem a capacidade de aumentar a secreção de IgA e de mucinas, importantes 

para a manutenção da barreira intestinal, além de estimular maior taxa de proliferação de 

colonócitos, aumentar o recrutamento de leucócitos aos locais de inflamação, promover um 

balanço na produção de citocinas pró-inflamatórias e aumentar a capacidade osmótica do lúmen 

intestinal (Figura 2) (Brosseau et al, 2019; Tavares, 2021). 

Figura 2: Mecanismos de ação dos prebióticos. 
 

Fonte: Tavares, 2021. 

Legenda: Produção de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) através de sua 

fermentação pelos microrganismos, maior absorção de minerais como cálcio, ferro e 

magnésio, diminuição do pH luminal e regulação do sistema imunológico (com aumento 

da produção de IgA e modulação da produção de citocinas). 
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Os prebióticos quando fermentados pelas bactérias intestinais resultam na produção de 

AGCC, como propionato, butirato e acetato. A produção desses ácidos tem efeitos benéficos, 

incluindo melhora da integridade da membrana intestinal e absorção de minerais, redução dos 

níveis glicêmicos e do peso corporal, melhora da imunidade e modulação de biomarcadores 

metabólicos, cardiovasculares e inflamatórios (Oniszczuk et al., 2021; Portincasa et al., 2022). 

Além dos efeitos benéficos dos prebióticos na produção de AGCC e na saúde intestinal, 

os probióticos desempenham um papel complementar. Definidos como “microrganismos vivos 

que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um benefício à saúde do 

hospedeiro” (Hill et al., 2024), os probióticos possuem, em sua maioria, a capacidade de aderir 

ao trato gastrointestinal, se multiplicar, colonizar e modular o sistema imunológico, além de 

suprimir competitivamente os patógenos, embora nem todas as cepas apresentem essa 

habilidade imunomoduladora (Guimarães et al., 2020; Schepper et al., 2017). Em geral, os 

benefícios dos probióticos para os consumidores vão além da mediação da microbiota intestinal 

com base em mecanismos associados. 

O consumo de compostos funcionais, como os probióticos, previne o desenvolvimento 

de doenças crônicas não-transmissíveis (DCNT), contribuindo para a manutenção e promoção 

da saúde (Junior; Dias; Simas, 2020). Estudos relatam os efeitos benéficos da ingestão dos 

probióticos, tais como a redução na hiperglicemia (Kassain et al., 2018), diminuição da glicose 

em jejum (Razmpoosh et al., 2018) e redução da resistência à insulina (Kobyliak et al., 2018). 

Lactobacillus é um gênero microbiano importante, rico em espécies que proporcionam 

benefícios à saúde (Zheng et al., 2020). Esse gênero é muito empregado na produção alimentar 

e faz parte do grupo das bactérias ácido-lácticas (BAL), cujo principal produto metabólico é o 

ácido lático obtido através da fermentação de uma variedade de carboidratos (Lunardi et al., 

2021). As BAL são úteis na prevenção ou redução da progressão do diabetes, isso porque 

diminuem significativamente o estresse oxidativo, regulam a atividade da α-glicosidase e 

aumentam a biossíntese de glutationa pancreática, reduzindo assim o estresse oxidativo no 

pâncreas (Jeong et al., 2021). 

As espécies de probióticos mais estudadss com relação ao DMT2 pertencem aos gêneros 

Bifidobacterium e Lactobacillus e grupos associados. L. acidophilus, Lacticaseibacillus 

rhamnosus, Lactobacillus gasseri e Lacticaseibacillus casei demonstraram exercer efeitos 

antidiabéticos. No entanto, seus mecanismos ainda não foram bem definidos, mas podem incluir 

mudanças favoráveis na composição e / ou atividade da microbiota intestinal, inibição da 

https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/lactobacillus
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643821009038#bib42
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/biosynthesis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glutathione
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atividade da α-glucosidase, produção de ácido láctico antimicrobiano, melhora de função de 

barreira intestinal, modulação imunológica, produção de AGCC e regulação do metabolismo 

dos ácidos biliares (Adeshirlarijaney; Gewirtz, 2020). 

Lactobacillus acidophilus LA-5 se destaca por ser uma cepa probiótica amplamente 

utilizada na indústria de laticínios para obter produtos de fermentação de alta qualidade (Meng 

et al., 2021). Essa cepa está associada a diversos benefícios à saúde, demonstra efeitos positivos 

significativos no manejo de alterações glicêmicas em indivíduos com DMT2, seja na forma 

isolada ou em associação com multicepas (Borges; Salha, 2020). Além disso, atua na melhora 

do perfil lipídico e marcadores de defesa antioxidante, na redução do risco de infecção por 

Clostridium difficile, e possui propriedades anticarcinogênicas, entre outras (Lopes et al., 

2021). 

No estudo realizado por Salgaço et al. (2023) foi observado que a administração de LA- 

5 aumentou a abundância dos gêneros Bifidobacterium e Lactobacillus, acompanhado por uma 

diminuição de gêneros como Escherichia e Clostridium na microbiota intestinal de pacientes 

de DMT2. As alterações foram associadas à melhora na sensibilidade à insulina e à redução dos 

níveis de glicose no sangue, destacando o potencial terapêutico do LA5 na gestão do DMT2. 

Porém, pouco é sabido sobre os efeitos da administração LA5 associado a prebióticos na 

microbiota intestinal de pacientes com DMT2. 

Pelo exposto, é importante o desenvolvimento de estudos que avaliem os efeitos de 

prebióticos, como a BGL de levedura, na modulação da microbiota intestinal e na saúde 

metabólica. Além disso, a exploração dos potenciais benefícios da BGL poderá contribuir para 

a formulação de intervenções dietéticas mais eficazes e direcionadas, promovendo a saúde 

intestinal e metabólica. Nesse contexto, o uso de probióticos como LA5 surge como uma 

estratégia relevante, considerando sua capacidade comprovada de aderir ao trato 

gastrointestinal, modular a microbiota intestinal e o sistema imunológico, e contribuir para a 

redução de fatores de risco metabólicos A continuidade desse tipo de investigação é essencial 

para estabelecer diretrizes práticas que possam ser aplicadas na nutrição clínica e na prevenção 

de DCNT, com destaque para o DMT2. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 DESENHO DE ESTUDO 

 

O estudo foi desenvolvido em duas fases distintas. A primeira etapa foi executada no 

Laboratório de Processos Microbianos em Alimentos (LPMA), Centro de Tecnologia, UFPB e 

correspondeu à extração da BGL de levedura. A sequência do processo envolveu a 

caracterização da matriz, sendo essa realizada na Central Analítica Multiusuário da UFPB. 

A segunda etapa foi realizada em colaboração com o Laboratório de Microbiologia em 

Alimentos, da Faculdade de Ciências Farmacêuticas (Departamento de Ciência dos Alimentos 

e Nutrição) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), em Araraquara, São Paulo. Essa fase 

correspondeu à avaliação dos efeitos da administração da BGL, LA5 e LA5-BGL, na 

composição da microbiota intestinal de indivíduos diabéticos e na síntese de metabólitos, 

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

foram apresentadas em um fluxograma (Figura 3). 

 

Figura 3. Desenho experimental do estudo 
 

Fonte: Autoria própria, 2024. 

Legenda: BGL: β-glucana; LA5: L. acidophilus - LA5; MRS: Man, Rogosa e Sharpe. 
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3.2 OBTENÇÃO DA β-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 à autólise em uma suspensão aquosa de 20% (v/v) com adição 

de 3% NaCl (p/v), em pH 5,0 e temperatura de 55 ºC em banho-maria com agitação branda (120 

rpm) durante 24 horas. O material foi aquecido até 85 ºC, mantido durante 15 minutos, resfriado 

até 25 ºC e centrifugado a 4500 g por 10 minutos a 22 ºC. O precipitado foi coletado e ajustado 

para 30% de sólidos totais em tampão fosfato de sódio 0,02 M, pH 7,5. A suspensão obtida foi 

aquecida até 121 ºC em autoclave, mantida durante 4 horas, resfriada a 25 ºC e centrifugada a 

5000 g durante 10 minutos a 4 ºC. O precipitado coletado foi ressuspendido em água destilada 

estéril (15%) e sonicado (20 KHz, 150 W) durante 6 minutos em banho de gelo para posterior 

centrifugação a 4500 g durante 15 minutos a 10 ºC. 

Após esse processo, o precipitado foi coletado e submetido à extração de lipídeos em 

Soxhlet durante 2 horas sob refluxo, utilizando éter de petróleo como solvente. Em seguida, o 

material foi lavado por centrifugação três vezes com acetona 1:1 (p/v), a 4500 g durante 5 

minutos a 4 ºC. Posteriormente, foi realizado tratamento enzimático 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 suspensão 

aquosa a 20%). Após a proteólise foram realizadas cinco lavagens por centrifugação (4500 g 

por 5 minutos a 4 ºC) com água destilada para retirada total da protease e obtenção da BGL. A 

matriz obtida foi dializada com água destilada sob agitação branda, com trocas frequentes da 

água durante 24 horas antes da liofilização em condições de pressão reduzida e temperatura de 

-50 °C. O produto liofilizado foi utilizado para realização dos experimentos propostos (Magnani 

et al., 2009). 

A identidade química da matriz foi confirmada por ressonância magnética nuclear 

(RMN). Os espectros de RMN de 13C e 1H foram adquiridos dissolvendo 50 mg de BGL de 

levedura em dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d6) usando um espectrômetro de RMN Varian 

Systen de 500 MHz (Agilent Technologies, Califórnia, EUA) operando a 125 MHz para 13C e 

500 MHz para 1H (Guedes et al., 2019). 
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3.3 PREPARO DA SUSPENSÃO DE Lactobacillus acidophilus LA-5 

 

A cultura liofilizada de L. acidophilus - LA5, foi obtida comercialmente da empresa 

Chr. Hansen S.A. (Valinhos, São Paulo, Brasil). A cepa bacteriana foi cultivada em caldo de 

Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Hi-Media, Mumbai, Índia) a 37 °C, sob condições anaeróbicas 

utilizando o Sistema Anaeróbico (AnaeroGen®, Oxoid, Hampshire, Reino Unido), por um 

período de 24 horas (Medeiros et al., 2022). Após o cultivo, o caldo foi cuidadosamente 

retirado por centrifugação a 4500 g durante 15 minutos a 4 °C, e as células sedimentadas foram 

coletadas. As células foram então lavadas duas vezes com solução salina estéril (NaCl 0,85 

g/100 mL) e ressuspendidas, seguidas de homogeneização por 30 segundos utilizando um 

vórtex IKA (Staufen, Alemanha), para obtenção do inóculo inicial. Suspensões de células com 

densidade óptica (OD) de 0,8 a 660 nm (OD660) resultaram em contagens viáveis de 

aproximadamente 6 log UFC/mL. Posteriormente, 1% (v/v) da suspensão de células foi 

inoculado em meio MRS (10 mL) para utilização nas formulações posteriores ou nos demais 

experimentos. 

 

3.4 OBTENÇÃO DO INÓCULO FECAL 

 

As amostras de fezes foram coletadas de cinco voluntários diagnosticados com DMT2 

(3 homens e 2 mulheres), com idades entre 45 e 50 anos, recrutados voluntariamente na cidade 

de Araraquara (São Paulo, Brasil). O recrutamento foi realizado após a aprovação pelo Comitê 

de Ética 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 (Apêndice B). 

Os voluntários foram selecionados com base em critérios de inclusão e exclusão 

preestabelecidos, os critérios de inclusão foram: (1) sexo feminino ou masculino, (2) idade entre 

45 e 50 anos, (3) não fez uso de suplementos alimentares, medicamentos para doenças 

gastrointestinais, antibióticos nos últimos 6 meses e probióticos ou prebióticos por um período 

mínimo de três meses antes do início do experimento. Os critérios de exclusão foram: (1) idade 

menor que 45 anos ou maior que 50 anos, (2) uso de suplementos alimentares, medicamentos 

para doenças gastrointestinais, antibióticos nos últimos 6 meses e probióticos ou prebióticos 

por um período mínimo de três meses antes do início do experimento (Salgaço et al., 2023). 
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Todos os doadores receberam um kit de coleta de fezes que incluía tubos de coleta 

estéreis, espátulas descartáveis, instruções para coleta e entrega da amostra, luvas descartáveis 

e álcool 70%, e foram também instruídos previamente sobre as condições higiênicas 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 laboratório para análise posterior. 

 

3.5 DIGESTÃO SIMULADA NO MODELO COLÔNICO DINÂMICO 

 

O protocolo experimental descrito por Salgaço et al. (2023) foi utilizado para a análise 

da digestão simulada em modelo dinâmico no SHIME®. O SHIME® (Figura 4) é controlado 

por computador e composto por 5 compartimentos fechados que representam o estômago, 

intestino delgado, o cólon 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 biológicas do cólon ascendente, de acordo com Salgaço et al. (2023). 

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

Fonte: Autoria própria, 2022. 

Legenda: Os reatores correspondem ao estômago (R1), duodeno (R2), colón ascendente 

(R3), cólon transverso (R4) e cólon descendente (R5). 
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Para o processo de digestão foram controladas as características de capacidade 

volumétrica, pH, temperatura (37 °C) e tempo de retenção (24 horas), sendo os últimos três 

parâmetros conectados a um agitador magnético com rotação ajustada para garantir a 

homogeneização adequada do sistema (120 rpm). A anaerobiose do sistema foi alcançada com 

a adição de nitrogênio e o pH corrigido em cada recipiente com o auxílio de ácido clorídrico 

(HCl, 1 M) ou hidróxido de sódio (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 voluntários com diagnóstico 

de DMT2. O pool fecal (40 g) foi obtido pela homogeneização de amostras fecais frescas 

provenientes de cada doador (8 g) e diluídas em solução salina tamponada com fosfato (PBS) 

(pH 6,5) a uma concentração final de 200 mL. Em seguida, esta solução 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 últimos compartimentos, juntamente com 500 mL de meio basal para 

alimentação e crescimento do inóculo bacteriano (Oliveira et al., 2023). 

O meio de alimentação basal utilizado no SHIME® foi preparado em água destilada, 

constituído de 4,0 g/L de amido (Maizena, São 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, Índia), 0,5 g/L-cisteína (Sigma, St. Louis, EUA) e 0,4 g/L de glicose 

(Synth, Diadema, BR). A concentração dos compostos utilizados neste estudo foi baseada em 

pesquisas anteriores com SHIME® (BIANCHI et al., 2018; ROSELINO et al., 2020; 

SALGAÇO et al., 2021). As condições do estômago foram simuladas no reator 1 pela adição 

de ácido clorídrico para regular o pH, junto com o meio à base de carboidratos. A passagem 

pelo duodeno foi simulada em 60 mL de suco pancreático artificial (12,5 g/L de bicarbonato de 

sódio, 6 g/L de Oxgall e 1,9 g/L de pancreatina, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) essencial para 

a adaptação ambiental e o crescimento do inóculo (Molly et al., 1994). 

Já os compartimentos que representam o cólon ascendente, transverso e descendente 

foram alimentados com o meio basal descrito, ajustado para manter as condições anaeróbicas e 

contendo os substratos necessários para a fermentação microbiana. Esse ambiente foi ajustado 

para atingir um pH de 5,6–5,9, simulando o gradiente ácido do cólon, e mantido a 37 °C sob 

agitação contínua (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 contínua por um período de 5 

semanas. Inicialmente foi realizada a fase de estabilização da microbiota, onde o meio alimentar 

basal (240 mL) e o suco pancreático (60 mL) foram inseridos no sistema durante 14 dias 

(Bianchi et al., 2014). Após a estabilização, o tratamento foi administrado uma vez ao dia por 

7 dias. Foram 3 estágios de tratamento: o primeiro (BGL) composto de 7,5 g de β-glucana, 240 

mL de meio alimentar basal; o segundo tratamento (LA5) foi realizado com a adição de L. 

acidophilus LA5 (106 CFU/g) e 240 mL de meio alimentar basal; terceiro tratamento (BGL- 

LA5) foi a adição de L. acidophilus LA5 (106 CFU/g) + β-glucana e 240 mL de meio alimentar 

basal. As concentrações 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 cólon, sendo essa concentração 

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

 

3.6 ANÁLISE DA MICROBIOTA COLÔNICA USANDO SEQUENCIAMENTO DO GENE 

16S rRNA 

 

A extração do DNA bacteriano das amostras de fermentação no sistema SHIME® foi 

realizada utilizando o Kit DNeasy® PowerSoil® Pro (Qiagen, Hilden, NRW, Alemanha), 

conforme as orientações do fabricante. Em seguida, foi realizada a preparação da biblioteca 

com primers específicos para a região 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 análises de bioinformática foram realizadas usando o programa QIIME (Quantitative 

Insights Into Microbial Ecology) versão 2019.7. Foram executadas as "sequence 

demultiplexing" eliminando assim as sequências de primer e código de barras associados. Para 

detectar e corrigir ruído de sequenciamento e remover sequências quiméricas, o método 

DADA2 foi usado. Após esses procedimentos, o conjunto de dados apresentou uma média de 

21.464 leituras brutas. As sequências foram agrupadas em variantes de sequência de amplicon 

(ASV) com 99% de similaridade e, subsequentemente, classificadas com base em suas 

informações taxonômicas. A classificação foi realizada utilizando o plugin q2-feature- 
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classifier, que emprega o método de alinhamento de busca com o banco de dados SILVA v132 

(Mesa et al., 2022). 

 

3.7 ATIVIDADE METABÓLICA MICROBIANA: DETERMINAÇÃO DE ÍONS AMÔNIO 

(NH +4) E ÁCIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA (AGCC) 

Após a digestão simulada, as amostras do compartimento do cólon (n = 3) foram 

coletadas e armazenadas a -20 °C. Primeiramente, os íons amônio (NH +4) foram quantificados 

de acordo com Bianchi et al. (2014) usando um medidor de íon específico (Modelo 710A, 

Orion) acoplado a um eletrodo de íon de amônia seletivo (Modelo 95-12, Orion). O eletrodo 

foi calibrado com diferentes padrões, 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 

solução para ajuste de força iônica – ISA. A leitura foi realizada em triplicata, com temperatura 

de 25 °C e sob agitação 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 4ºC, e o sobrenadante foi diluído em água ultrapura na 

proporção de 1:20 (v/v). Em seguida, o sobrenadante foi filtrado através de um filtro de 

membrana Millex-HA de 0,45 μm (Millipore Co., Bedford, MA, EUA). As amostras foram 

analisadas em um cromatógrafo a gás 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 × 0,25 mm × 0,25 μm). As condições 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 vazão foi 

ajustada para 1 mL/min; gás hélio foi usado como gás de arraste. Soluções estoque de ácidos 

acético, propiônico e butírico foram usadas para construir as curvas analíticas (curvas R2 ≥ 

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

 

3.8 DETERMINAÇÃO DE CITOCINAS (IL-6, IL-10 E TNF-Α) USANDO CO-CULTURA 

DE CÉLULAS CACO-2 E THP-1 

Para investigar os efeitos imunomoduladores dos metabólitos microbianos derivados de 

SHIME®, foi realizada a co-cultura de células Caco-2 (Código BCRJ, 0059 – ATCC HTB-37) 
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e células de monócitos humanos THP-1 (Código BCRJ, 0234 – Código ATCC, TIB-202), 

conforme descrito por Satsu et al. (2006) e Possemeiers et al. (2013). Brevemente, células 

Caco-2 foram semeadas (8 x 104 células/poço) em Transwell de 24 poços com inserções de 

poros de 0,4 μm, (Greener Bio-one, Wemmel, Bélgica). Monocamadas de células Caco-2 foram 

cultivadas por 14 dias, e o meio foi substituído 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 poços a uma densidade de 5x105 células/poço. Essas células foram 

tratadas com 50 ng/mL de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA; Sigma-Aldrich) por 48 horas 

para induzir a diferenciação em células semelhantes a macrófagos. 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 suspensões colônicas do SHIME® esterilizadas 

através de filtragem com filtro Millex-HA de 0,22 m (diluídas 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. Após a remoção 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. Após 24 horas de estimulação com LPS, o 

sobrenadante foi coletado para medição de citocinas como IL-6 e IL-10 humanas por ELISA 

(HU BD OPTEIA ELISA, BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA). Todos os 

procedimentos foram realizados em triplicata, e as células foram incubadas a 37°C em uma 

atmosfera umidificada de ar/CO2 (95:5, v/v). As concentrações mínimas detectáveis 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 instruções 

do fabricante. 

 

3.9 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

As análises foram conduzidas em triplicata em três experimentos independentes, e os 

resultados foram expressos como média ± desvio padrão. Os dados referentes a AGCC, amônia 
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e citocinas foram analisados por análise de variância (ANOVA) para identificar diferenças 

significativas com um nível de significância de 5%, seguidas pelo teste de comparações 

múltiplas de Tukey. A análise estatística foi conduzida usando o software computacional 

GraphPad Prism, versão 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 índice de Chao1 e os índices de 

Shannon e Simpson. As diferenças entre os grupos bacterianos foram analisadas utilizando o 

teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Para a análise de diversidade 

beta, foi realizada uma análise de coordenadas principais (PCoA), calculando as distâncias 

UniFrac ponderadas e não ponderadas, utilizando métodos baseados em permutação 

(PERMANOVA) com o pacote Adonis R (Mesa et al., 2022). 

A análise de correlação entre grupos microbianos e produtos metabólicos foi realizada 

através do teste de correlação de Spearman usando a função cor.mtest do pacote estatístico 

corrplot (Wei et al., 2022). 

 

4 RESULTADOS 

 

A partir dos resultados foi elaborado o artigo apresentado no apêndice A, intitulado “β- 

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 administração da β-glucana em combinação com L. acidophilus na composição e 

metabolismo da microbiota intestinal de indivíduos diabéticos, utilizando o SHIME®. Os 

resultados demonstraram que todos os tratamentos apresentaram eficácia em aumentar a 

abundância de Bacteroides, Alistipes, Lactobacillus, Subdoligranulum e Acidaminococcus, 

assim como em elevar a produção de AGCC e a citocina anti-inflamatória IL-10 em comparação 

ao grupo controle. Entre os tratamentos, a administração de BGL destacou-se por sua superior 

eficácia em aumentar a diversidade microbiana, elevar os níveis de AGCC e aumentar a 

produção de IL-10. Além disso, o tratamento LA5 foi o mais eficiente em reduzir os níveis de 

íons amônia. Os resultados deste estudo indicam a necessidade de ensaios clínicos em larga 

escala para confirmar os efeitos na microbiota intestinal e nos parâmetros metabólicos de 

pacientes com DMT2, além de apontar o potencial para o desenvolvimento de produtos 

funcionais sustentáveis a partir de subprodutos industriais. 
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APÊNDICE B – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

 

O Sr.(a) está sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa intitulado “Impacto 

de Probiótico na Microbiota Oral e Intestinal, de Indivíduos com Periodontite e com Diabetes 

Mellitus Tipo 2 Utilizando Modelo Colônico In vitro (SEMH®) ". O objetivo deste trabalho é 

estudar a associação do Diabetes Mellitus tipo 2, com a presença de alterações nos dentes e 

gengiva que possam levar à periodontite que é a inflamação e infecção dos ligamentos e ossos 

que dão suporte aos dentes, é uma doença comum, porém perfeitamente possível de ser 

prevenida, comparando os achados em pacientes sem diabetes e sem periodontite, com os 

pacientes somente com Diabetes Mellitus tipo 2, com pacientes somente com Periodontite e 

com pacientes com a presença de ambas as doenças. Para tanto, deverei responder a um 

questionário de saúde, ser submetido a exame clínico de rotina dos dentes (avaliação da 

presença de lesões de cárie e restaurações) e da gengiva, coleta de amostras de saliva, de fluido 

do sulco gengival (líquido presente entre a gengiva e o dente) e de placa bacteriana (depósito 

de bactérias localizado abaixo da gengiva). O material será utilizado exclusivamente para essa 

pesquisa, não podendo ser reutilizado em pesquisa posterior. Os riscos são mínimos, terá o 

desconforto da coleta de fezes que pode levar apenas algum constrangimento e desconforto no 

momento da coleta, será fornecido ao senhor(a) recipiente apropriado para coleta, o desconforto 

da coleta de amostras de saliva, de fluido do sulco gengival (líquido presente entre a gengiva e 

o dente) e de placa bacteriana (depósito de bactérias localizado abaixo da gengiva), também são 

mínimos, pois as coletas serão realizadas por um profissional odontológico na própria clínica 

de periodontia localizada na UNESP-Araraquara, lembrando que esta clinica possui recursos e 

profissionais capacitados para oferecer assistência integral diante de possíveis reações adversas 

que, embora raras, possam vir a ocorrer durante a coleta, tais como: hematoma, náuseas, 

vômitos. Entretanto, fui informado de que os riscos serão minimizados com a realização 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 assistência integral 

em caso de ocorrência dos danos previstos, em virtude das informações coletadas serem 

utilizadas unicamente com fins científicos, sendo garantidos o total sigilo e confidencialidade, 

através da assinatura deste termo, o qual o(a) Sr.(a) receberá uma cópia e se desejar, será 

informado sobre os resultados dessa pesquisa. 

A sua participação como voluntário terá a duração de apenas 1 dia e não terá nenhuma 

despesa ao participar desse estudo; caso ocorra algum dano em decorrência de sua participação, 

o participante fará jus à reparação. 

O(a) Sr.(a) terá 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 prejuízo 

ou punição. 
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Para qualquer esclarecimento no decorrer da sua participação, estarei disponível através do 

telefone: 16981630790 e e-mail: mateus.salgaco@unesp.br. O senhor (a) também poderá entrar 

em contato com o Comitê de 

Ética em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciências Farmacêuticas do Câmpus de Araraquara 

da UNESP, na Rodovia Araraquara Jaú, 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 , Idade    anos, residente na    , nº  , 

Bairro   , Cidade   , Telefone    , 

declaro que após 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 

“  

  ”. 

 

 

Araraquara,  de  de 20 . 
 

 

 

_ 

Assinatura do Pesquisador 

 

 

Assinatura do Voluntário 

mailto:mateus.salgaco@unesp.br
mailto:sta@fcfar.unesp.br
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Eu, Mateus Kawata Salgaço, pesquisador responsável pelo Projeto de Pesquisa 

“Impacto de Probiótico na Microbiota Oral e Intestinal, de Indivíduos com Periodontite e com 

Diabetes Mellitus Tipo 2 Usando Modelo Colônico In vitro (SEMH®)", declaro que todas as 

informações ao sujeito da pesquisa serão fornecidas por mim ou pela minha equipe no momento 

da obtenção do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 
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 PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP  

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA 

 
Título da Pesquisa: INFLUÊNCIA DE PROBIÓTICO NA MICROBIOTA ORAL E 

INTESTINAL DE INDIVÍDUOS COM PERIODONTITE E COM 

DIABETES MELLITUS TIPO 2 
UTILIZANDO MODELO COLÔNICO IN VITRO 

(SEHM®) Pesquisador: MATEUS KAWATA SALGACO Área 

Temática: 

Versão: 1 

CAAE: 30156020.8.0000.5426 

Instituição Proponente: Faculdade de Ciências Farmacêuticas do Câmpus de Araraquara 

da UNESP Patrocinador Principal: FUND COORD DE APERFEICOAMENTO DE PESSOAL 

DE NIVEL SUP 

 
DADOS DO PARECER 

 
Número do Parecer: 4.015.359 

 
Apresentação do Projeto: 

Neste projeto será avaliado o efeito do Lactobacillus acidophilus LA5 sobre a composição da 

microbiota oral e intestinal de indivíduos com doença periodontal (Experimento 1), indivíduos 

com diabetes mellitus tipo 2 (Experimento 2) e com doença periodontal e diabetes mellitus 

tipo 2 

(Experimento 3) utilizando o Simulador do Ecossistema Microbiano Humano (SEMH), todos 

experimentos serão realizados em modelo in vitro. Como experimento controle será avaliado 

o efeito do Lactobacillus acidophilus LA5 em indivíduos saudáveis, ou seja, sem doença 

periodontal e diabetes (Experimento 4). Será avaliado a sobrevivência do Lactobacillus 

acidophilus LA5 no SEMH, assim como será realizado a análises de sequenciamento do gene 

16S rRNA, de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) e íons amônio. Também será realizado 

análises de parâmetros imunológicos 

 
Sendo assim, o projeto é apresentado contendo dados suficientes que justificam o uso de 

amostras humanas. 

 
Objetivo da Pesquisa: Avaliar o efeito do probiótico Lactobacillus acidophilus La-5 sobre o 

microbioma oral e do cólon, metabolismo da população microbiana do cólon e parâmetros 

imunológicos utilizando o Simulador do Ecossistema Microbiano Humano (SEMH®) 
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Avaliação dos Riscos e Benefícios: 

Os riscos foram corretamente descritos no projeto e são considerados mínimos. Será utilizado 

material colhido da via oral e fecal de diferentes indivíduos. 

 
Os benefícios são verificar o quão relacionado a periodontia esta com a diabetes tipo 2, e 

vice-versa, além da verificação da influência de probiótico nestas doenças isoladas e juntas, 

além de ser um estudo em um modelo in vitro que permite mimetizar todo ambiente oral e 

intestinal do ser humano. 

 
Comentários e Considerações sobre a Pesquisa: 

O projeto demonstra alta originalidade 

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória: 

O TCLE está adequado e contém todas informações necessárias. Recomenda-se apenas 

espaçar os parágrafos do TCLE para melhor visualização pelo participante da pesquisa 

Recomendações: 

Recomendações: Espaçar os parágrafos do TCLE para melhor visualização pelo participante 

da pesquisa 

 
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações: 

O Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas, reunido no dia 30 

de abril de 

2020, analisou e aprovou o projeto de pesquisa em questão. O relatório parcial deverá ser 

entregue em NOVEMBRO DE 2020 e o Relatório Final junto aos Termos de Consentimento 

Livre Esclarecido (originais e assinados em todas as folhas) deverão ser entregues em 

JUNHO DE 2021 Considerações Finais a critério do CEP: 
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados: 

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação 

Informações PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_DO_P 19/03/2020  Aceito 

Básicas 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     

Ausência     

Página 02 de 

 

 
Continuação do Parecer: 4.015.359 

 

Cronograma Cronograma.pdf 19/03/202 

0 15:14:11 

MATEUS 

KAWATA 

SALGACO 

Aceito 

Folha de Rosto FolhadeRostoAssinada.pdf 02/03/202 MATEUS Aceito 
  0 09:30:31 KAWATA  

   SALGACO  

Situação do Parecer: 

Aprovado 

Necessita Apreciação da CONEP: 

Não 

ARARAQUARA, 08 de Maio de 2020 

 

Assinado por: 

Christiane Pienna Soares 

Coordenador(a) 
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