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COMPARAGAO DOS EFEITOS EM CAES DO CONSUMO DE B-GLUCANOS

EXTRAIDOS DA PAREDE CELULAR DE ALGAS OU DE LEVEDURAS

RESUMO: Objetivou-se avaliar e comparar os efeitos do B-glucanos extraido da
parede celular de levedura com o extraido de algas marinhas sobre a composigao da
microbiota intestinal, produtos de fermentagédo nas fezes e parametros imunolégicos
e inflamatérios de cées adultos. Para o estudo, uma dieta controle (CON) foi
suplementada com B-glucano extraido de levedura (BLEV; 0,115%) ou B-glucano de
algas: BA15 (dose de 0,155% de B-glucano de algas marinhas); BA31 (0,31% B-
glucano de algas marinhas). Foram utilizados 32 caes, 8 por ragdo. Estes receberam
as ragdes por 42 dias, sendo coletados sangue e fezes no inicio e final do periodo
para analise das citocinas, produgéo ex vivo de intermediarios reativos de oxigénio e
nitrogénio, atividade fagocitica de neutréfilos e mondcitos, proteina C reativa (PCR),
parametros lipémicos, concentragdo de IgA fecal e calprotectina. No meio deste
periodo foi realizado ensaio de digestibilidade e curva pos-prandial de insulina e
glicose. No tempo final, fezes frescas ainda foram coletas para avaliar produtos de
fermentacao. Os dados foram avaliados por analise de variancia e comparados pelo
teste de Tukey (P<0,05), e quando necessario, analise de covariancia foi aplicada.
Caes alimentados com B-A31 apresentaram menor IL-2 que B-LEV e menor
fagocitose por neutréfilos que os demais tratamentos (P<0,05). Caes alimentados com
B-A31 tenderam a apresentar maior IL-10 que CON (P=0,095). O consumo de B-
glucano de algas aumentou a produgao de oxido nitrico em cultivo celular e a PCR
sérica (P<0,05). Caes alimentados com BA15 apresentaram maior digestibilidade

aparente de matéria seca, matéria organica e energia bruta (p<0,05). Caes



alimentados com BLEV tenderam a menor média de glicose e menor tempo para pico
da resposta insulinica (p<0,1). A beta diversidade da microbiota fecal de caes na dieta
BA31 diferiu das dietas BLEV e BA15. Concluiu-se que B-glucanos de leveduras e
algas marinhas apresentaram vias de agdes diferentes, pois o B-glucano de algas
induziu elevacao de PCR, ativagdo de mondcitos medido pela maior producéo de
oxido nitrico e tendeu a elevar a citocina anti-inflamatéria IL-10, sendo que a dieta
BA31 apresentou maior capacidade em alterar da microbiota fecal. O 3-glucano de
levedura tendeu em diminuir a média da concentragdo de glicose e antecipar o pico
da acéo de insulina endogena.

Palavras chave: B-glucanos, parede celular de levedura, algas marinhas, microbiota.



COMPARISON OF THE EFFECTS IN DOGS OF THE CONSUMPTION OF g-

GLUCANS EXTRACTED FROM ALGAE OR YEAST CELL WALL APPLICATION

ABSTRACT: The objective was to evaluate and compare the effects of B-glucans
extracted from yeast cell wall with that extracted from seaweed on the composition of
the intestinal microbiota, fermentation products in the feces and immunological and
inflammatory parameters of adult dogs. For the study, a control diet (CON) was
supplemented with yeast-extracted B-glucan (BLEV; 0.115%) or seaweed B-glucan:
BA15 (0.155% seaweed B-glucan dose); BA31 (0.31% Seaweed B-glucan). 32 dogs
were used, 8 per ration. They received the diets for 42 days, with blood and feces
collected at the beginning and end of the period for analysis of cytokines, ex vivo
production of reactive oxygen and nitrogen intermediates, phagocytic activity of
neutrophils and monocytes, C-reactive protein (PCR), parameters lipemics, fecal IgA
concentration and calprotectin. In the middle of this period, a digestibility test and a
postprandial insulin and glucose curve were performed. At the final time, fresh feces
were still collected to evaluate fermentation products. Data were evaluated by analysis
of variance and compared by Tukey's test (P<0.05), and when necessary, analysis of
covariance was applied. Dogs fed B-A31 showed lower IL-2 than B-LEV and less
phagocytosis by neutrophils than the other treatments (P<0.05). Dogs fed B-A31
tended to have higher IL-10 than CON (P=0.095). Consumption of seaweed B-glucan
increased nitric oxide production in cell culture and serum CRP (P<0.05). Dogs fed
BA15 showed higher apparent digestibility of dry matter, organic matter and gross
energy (p<0.05). Dogs fed BLEV tended to have lower mean glucose and shorter time

to peak insulin response (p<0.1). The beta diversity of the fecal microbiota of dogs on



the BA31 diet differed from the BLEV and BA15 diets. It was concluded that B-glucans
from yeast and seaweed showed different pathways of action, as B-glucan from
seaweed induced an increase in CRP, monocyte activation measured by increased
production of nitric oxide and tended to increase the anti-inflammatory cytokine IL -10,
and the BA31 diet showed a greater ability to alter the fecal microbiota. Yeast 3-glucan
tended to lower mean glucose concentration and anticipate the peak of endogenous
insulin action.

Keywords: 3-glucans, yeast cell wall, seaweed, microbiota.



CAPITULO 1
1. Consideragoes gerais

Os pB-glucanos sao definidos como polissacarideos macromoleculares
constituidos por monémeros de D-glicose ligados por ligagdes B-glicosidicas (Du et
al., 2014). Podem ser encontrados em uma variedade de fontes naturais, como
leveduras, cogumelos, bactérias, algas, cevada e aveia (Zhu et al., 2015a). Em fung¢ao
de suas diferentes estruturas e pesos moleculares, a atividade biolégica dos diferentes
tipos de B-glucanos pode variar bastante (Du; Xu, 2014).

O interesse pelo emprego de B-glucanos como aditivo nutracéutico tem
aumentado, seja mediante inclusdo em alimentos ou produtos farmacéuticos (Zhu et
al., 2016; Bai et al., 2019), além de seu emprego em cosmeéticos e produtos quimicos.
Como exemplos, em bebidas os B-glucanos s&o usados para ajustar a consisténcia
da solugdo devido ao seu efeito espessante e no leite, iogurte e pdo como aditivos
alimentares para diminuir a ingestdo de energia e reduzir o colesterol (Barone Lumaga
et al., 2012; Sharafbafi et al., 2014). Além disso, os B-glucanos também s&o
adicionados em algumas formulas de medicamentos com vistas a propriedades
imunomoduladoras, agdo antitumoral, efeito na diabetes e ainda como redutor de
colesterol no sangue (Du et al., 2014).

Segundo o Food Marketing Institute (FMI) produtos relacionados a saude e
suplementos alimentares representaram 33,7% do mercado global de (3-glucanos em
2014. Os B-glucanos derivados de cereais representam a maior fragdo. Acredita-se
que os B-glucanos derivados de levedura, outra fonte importante do composto, seja a
segunda maior fonte, seguida pelos B-glucanos derivados de cogumelos (Bai et al.,

2019).



No entanto, além de atuar de forma favoravel na producédo de alimentos e
produtos farmacéuticos, os -glucanos apresentam muitos beneficios importantes ja
relatados em humanos e animais: capacidade de eliminar radicais livres, de maneira
semelhante aos antioxidantes (Kofuji et al., 2012), atividade imunolégica moduladora
(Lai et al., 2010; Rieder & Samuelsen, 2012; Shah et a., 2015), atividade antitumoral
(Rieder & Samuelsen, 2012), reducéo sérica de colesterol (EFSA, 2010; Maki et al.,
2010; Zhu et al., 2015b), reducao da resposta glicémica e insulinémica, o que evitaria
picos de glicose pos-prandiais (Meyer et al., 2002) e prevengdo da obesidade (Bai et
al., 2019).

Diante do aumento da populacdo de cédes e gatos e do desenvolvimento
expressivo do mercado Pet Food, que apresentou crescimento de 24% no ano de
2020 (ABINPET, 2021), observou-se nos 3-glucanos uma nova fonte a ser explorada
no desenvolvimento de “alimentos funcionais”, ou seja, que além do correto
fornecimento de nutrientes pudesse vir a conferir caracteristicas de controle de riscos
de acometimento por doengas cronicas (Zielke et al, 2017).

Dentro de seus diversos mecanismos de acgao, os feitos relativos a reducao de
colesterol e da resposta glicémica e insulinémica devem-se a agao do 3-glucano como
fibra alimentar soluvel, com capacidade de formar solugdes viscosas no intestino que
reduzem a taxa de assimilagdo de nutrientes (Wolever et al., 2010). Ha evidéncias
crescentes de que a adigao de fibra fermentavel a dieta altere a funcéo e a estrutura
do intestino, modificando a produgcdo de hormodnios derivados deste orgdo se
associando a melhor homeostase da glicose em todo o organismo, mesmo na
auséncia de doencga (Massimino et al., 1998; Schley, Field; 2002). Estas fungdes tém,

de modo geral, sido estudadas mais frequentemente para (-glucanos de origem



vegetal, com ligacdes beta-1,4-glicosidicas, como na aveia e as doses incorporadas
aos alimentos s&o relacionadas a quantidade de carboidratos da dieta, sendo relatado
um intervalo de 0,9 a sete gramas de B-glucanos por 30 gramas de carboidratos
(AbuMweis et al., 2016; Ekstrom et al., 2017).

Em medicina veterinaria, no entanto, os possiveis efeitos prebioticos (ainda nao
confirmados), antiinflamatorios e imunomoduladores do B-glucano tém se destacado
e representam os objetivos da grande maioria dos estudos publicados. O
conhecimento da influéncia dos prebidticos no tecido linféide associado ao intestino,
derivado de seu potencial influencia na composi¢ao e metabolismo da microbiota do
trato gastrointestinal € hoje amplamente aceito (Cherbut, 2002; Bodera, 2008;
Alexander et al., 2018; Carballo et al., 2019). As mudangas na comunidade
microbiana, associadas a melhor producio de produtos de fermentagao, em especial
de butirato podem modular a produgdo de citocinas inflamatérias e a resposta
imunologica dos animais (Lin et al., 2019; Theodoro et al., 2019). Tem-se, também,
estudado as citocinas como biomarcadores fecais de inflamagao intestinal (Poullis et
al., 2010). Em 2013, Prakash et al. validaram a mensuragé&o de citocinas em fezes de
caes saudaveis e concluiram que a deteccéo das citocinas IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a
podem ser uteis como biomarcador ndo invasivo de inflamacgéo.

O potencial prebiético dos B-glucanos foi relatado no final dos anos 90 e inicio
dos anos 2000, com indicios de promover seletivamente o crescimento de
microrganismos intestinais benéficos, como lactobacilos e bifidobactérias, de acordo
tanto com estudos in vitro (Jaskari et al., 1998; Kontula et al., 1998b) como
experimentos com animais (Dongowski et al., 2002; Drzikova et al., 2005; Snart et al.,

2006). B-glucanos obtidos da cevada, algas marinhas, bactérias e cogumelos foram



incubados com culturas puras de Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum e
Bifidobacterium adolescentis. Todos os B-glucanos isolados, independentemente de
suas fontes e correspondentes diferengas nas ligagdes glicosidicas e peso molecular,
foram utilizados de modo semelhante a inulina (controle positivo) pelas trés espécies
de bifidobactérias (Zhao; Cheung, 2011). E possivel que haja semelhanca nos
sistemas enzimaticos e transportadores das diferentes espécies de bifidobactérias
investigadas, justificando os resultados encontrados (Lam et al., 2013). No entanto, o
mecanismo detalhado de fermentag&o bacteriana seletiva de (3-glucanos permanece
incerto e existem desafios de pesquisa para estudos adicionais nessa area.

Os B-glucanos obtidos da levedura Saccharomyces cerevisiae tém sido os mais
largamente investigados na medicina veterinaria (Li et al., 2006; Mo et al., 2017; Wang
et al., 2019), destacando-se como composto natural capaz de alterar a imunidade de
varias espécies animais (Hiss et al., 2003; Stuyven et al., 2010 ), inclusive caes (Altug
et al., 2010). Como exemplo, em trabalho recente Wang et al. (2019) investigaram a
acao de B-glucanos de levedura (Saccharomyces cerevisiae) na modulagdo da
microbiota intestinal, estimulacdo do sistema imunologico e alteragbes
histopatolégicas em frangos imunossuprimidos. Foi identificado aumento das
populagdes intestinais de Bifidobacterium e Lactobacillus em comparagao ao grupo
controle, aumento das concentragdes de IFN- y e IL-6, diminuicdo de TGF-B1 e maior
proliferagao de linfocitos, além de diminuigdo nas alteragdes histopaldgicas da Bursa.
Dessa forma, os autores sugerem que o consumo de [-glucanos de leveduras pode
efetivamente aliviar a imunossupressao e regular beneficamente a microbiota do

intestino.



Em cées, foi realizado um estudo em ragdo comercial com o objetivo de avaliar
os efeitos da adigao de dois B-glucanos de Saccharomyces cerevisiae com pureza e
processos biotecnoldgico diferentes. Foram mensurados os niveis de IL-2, alteragbes
na fagocitose, producao de anticorpos e niveis de glicose sanguineo. Os autores
concluiram que os dois produtos apresentaram efeitos imunomoduladores
significativos em céaes, sugerindo fortemente que a suplementagdo de ragdo com
esses [-glucanos resulta em melhora das condigdes bioldgicas e imunologicas dos
caes (Vetvicka, Oliveira, 2014). Em 2010, avaliaram o efeito da administragéo oral de
beta-1,3/1,6-glucanos de Saccharomyces cerevisiae na imunidade humoral em cées.
Ao final de quatro semanas, o nivel sérico total de IgA diminuiu e o nivel de IgM
aumentou significativamente em relagdo ao grupo controle. Nenhum efeito foi
encontrado no nivel de IgG. A concentracdo de IgA também se apresentou
significativamente menor na saliva e nas lagrimas do grupo tratado com (-glucanos.
Foi observado ainda que os efeitos desapareceram uma semana apos a interrupgao
da suplementagao. Portanto, os autores concluiram que os resultados mostram uma
mudanga temporaria nos perfis imunes durante a suplementagdo com [(-glucanos
(Stuyven et al., 2010).

O B-glucano de Saccharomyces cerevisiae apresenta, ainda, mecanismo direto
de imunomodulagédo; o composto interage com receptores especificos (dectina-1,
receptores do tipo Toll 2/6 e receptor do complemento 3) nos glébulos brancos do
sistema imunologico inato, como macrofagos, neutrofilos, granuldcitos e células
dendridicas (Baert et al.,, 2015; Raa, 2015) presentes na mucosa intestinal
promovendo o inicio de processos bioquimicos ao induzir a cascata de respostas

imune inata e adaptativa, como fagocitose, burst oxidativo e produgéo de citocinas e



quimiocinas (Brown et al., 2003). Oliveira e colaboradores (2019) avaliaram a incluséo
de duas moléculas de (B-glucanos durante 28 dias em quatro diferentes espécies de
vertebrados: caes, leitdes, camundongos e pintinhos. Os resultados mostraram
comportamentos biologicamente diferentes das duas moléculas, porém ambas
estimulam o sistema imunoldgico em um padrdo semelhante nestas quatro espécies.
Este achado sugeriu que os vertebrados compartilharam mecanismos semelhantes
no reconhecimento dos B-glucanos e confirmou os beneficios dos B-glucanos em
diferentes espécies.

Na ultima década, estudos sobre polissacarideos de algas marinhas ganharam
interesse devido a suas propriedades potenciais (Pomin, Mourao, 2010; Wijesekara et
al., 2011; Barahona et al., 2014), tendo-se ja demonstrados efeitos benéficos a saude
de animais (Raposo et al., 2016). Na parece celular de Saccharomyces cerevisiae o
B-glucano apresenta-se como polissacarideo com ligagdes 3-1,3 e 3-1,6 glicosidicas,
conferindo a este estrutura ramificada de moléculas de glicose conectadas por
ligacbes [(3-1,3-glicosidicas, nas quais os pontos de ramificagdo sao ligagdes [3-1,6
(Raa, 2015). Ja a alga unicelular Euglena gracilis também & uma importante fonte de
B-1,3. Quando cultivada aerobicamente no escuro com uma fonte de carbono, ha o
acumulo de grandes quantidades de paramilo, um B-glucano insoluvel, ndo digerivel,
composto por polimeros lineares de B-1,3-D-glicose de alto peso molecular,
depositados no citoplasma como granulos discéides altamente cristalinos (Barsanti et
al., 2001; Monfils et al., 2011). Identificam-se, assim, diferengas entre as moléculas
que tornam necessarios estudos para melhor caracterizar os efeitos biolégicos do [3-

glucano derivado das algas.



Com o objetivo de reduzir estresse e doengas em psicultura, Yamamoto et al.
(2018) avaliaram a agao de 3-1,3-glucano produzido a partir de Euglena gracilis. Os
autores verificaram na espécie Sciaenops ocellatus melhora na resposta imune inata
de fagocitos, com maior produgao intracelular de anion superoxido e aumento da
atividade bactericida. Outro estudo investigou a influéncia da suplementagéao alimentar
com [-1,3-glucano de Euglena gracilis na permeabilidade intestinal e resposta imune
de porcos desmamados, infectados experimentalmente com Escherichia coli
patogénica. Os resultados indicaram que a suplementagdo de aproximadamente 108
mg/kg diminuiu a diarréia de porcos infectados, melhorando a integridade intestinal.
Além disso, também aumentou a resposta imune do hospedeiro contra a infecgao por
Escherichia coli, pois estimulou a ativagao das células T e reduziu a inflamagéo (Kim
et al., 2019).

Estes achados apontam a possibilidade do 3-1,3-glucano de Euglena gracilis
apresentar efeito prebidtico, anti-inflamatério ou imunomodulador em caes. Os autores
nao localizaram, no entanto, estudos conduzidos com esta espécie. Em funcao da
significativa quantidade de informagbdes disponiveis para o [-glucano de
Sacchamoryces cerevisae, comparagdes entre a suplementagcédo alimentar destes
dois tipos de B-glucano seriam interessantes, permitindo-se adequada avaliagcdo das

acgodes bioldgicas do derivado da parede celular de algas.
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6. Conclusion

The yeast B-glucan tended to reduce mean glycaemia and to shorter insulin
secretion time, possibly modulating glucose metabolism deserving future studies.
The diet with higher inclusion of seaweed B-glucan induced larger changes in
faecal microbiota, with higher proportion of desirable bacteria related to intestinal

health.
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