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RESUMO

GOMES, ANAMARES FERREIRA. Avaliacdo dos efeitos do consumo de yacon
(smallanthus sonchifolius), kefir e yacon associado com kefir sobre a salde intestinal
e Ossea em ratos. 2020. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) — Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre — ES. Orientadora: Profa.
Dra. Neuza Maria Brunoro Costa. Coorientadoras: Profa. Dra Mirelle Lomar Viana,

Profa. Dra. Maria das Gracas Vaz Tostes.

O kefir € um alimento funcional que apresenta uma grande fonte de probidticos
naturais que conferem beneficios a saulde intestinal do hospedeiro. A yacon
(Smallanthus sonchifolius) € uma raiz tuberosa originaria da regido dos Andes, rica
em frutooligossacarideos (FOS), os quais possuem propriedades prebidticas,
aumentam a absorcéo de varios minerais, dentre eles o céalcio além de proporcionar
aumento da mineralizacdo Ossea. Este estudo teve como objetivo avaliar as
propriedades prebidticas do yacon e probiéticas do kefir e da associacdo entre eles
na saude intestinal e 0ssea de ratos. Ratos Wistar adultos foram divididos em 4
grupos: Controle (C), Kefir (K), Yacon (Y) e Yacon + Kefir (YK), que receberam suas
dietas por 42 dias. Animais do grupo C receberam a dieta padrao AIN-93 M e 1mL /dia
de leite UHT integral; o grupo K recebeu a mesma dieta e 1mL/dia da bebida
fermentada de kefir contendo 102 UFC/mL; o grupo Y recebeu farinha de yacon em
quantidades suficientes para fornecer 5% de FOS e 1 mL/dia de leite UHT integral e
o grupo YK recebeu a mesma dieta de farinha de yacon e 1 mL/dia da bebida de kefir.
Fezes e urina foram coletados por 5 dias para determinacdo da absorcdo aparente e
o balanco de calcio. Na ultima semana, os animais foram transferidos para gaiolas
metabdlicas para a coleta da urina de 24h para analise da permeabilidade intestinal.
Para isso, receberam via gavagem, 1 mL de uma solucdo contendo 200 mg de
lactulose e 100 mg de manitol. Amostra sanguinea foi coletada para analise dos
biomarcadores séricos de formacdo e reabsorcdo Ossea: Osteocalcina, N-
telopeptideos do colageno tipo-1 (NTx) e C-telopeptideo do colageno tipo | (Ctx). O
conteudo do intestino grosso foi coletado para analise do pH intraluminal e
imunoglobulina A secretéria (sIgA). A administracédo do kefir e da yacon, isoladamente,

favoreceram a integridade da mucosa intestinal, diminuindo a permeabilidade

X



intestinal, através da diminui¢cdo da concentracdo de lactulose e manitol na urina, o
simbidtico reduziu a excre¢do de manitol mas néo de lactulose. Tanto o kefir quanto o
yacon e o simbioético foram capazes de reduzir o pH intestinal, porém apenas o kefir e
o simbiotico foram eficazes em aumentar os niveis de slgA. Nao houve diferenca na
absorcdo aparente de calcio (p>0,05) entre os grupos, contudo o simbidtico foi
eficiente no balancgo de calcio e o kefir demonstrou ser efetivo em evitar a reabsorcao
0ssea, reduzindo os niveis de marcadores osteoclasticos, Ctx e Ntx. A yacon foi eficaz
na formacao 6ssea, aumentando os niveis de osteocalcina. A juncédo da yacon com
kefir ndo apresentou o resultado simbiético esperado, uma vez que nao favoreceu a
saude 6ssea e intestinal dos animais de maneira expressiva, ou seja, 0s valores
obtidos para o simbiotico foram intermediarios entre os efeitos positivos da yacon e
do kefir isoladamente. Deste modo, a yacon e o kefir, como fonte de prebidticos e
probiéticos, respectivamente, apresentaram efeitos benéficos na saude intestinal e
0ssea, destacando o uso promissor desses alimentos para a formacao e manutencao

da homeostase intestinal e 6ssea humana.

Palavras-chave: probidticos, prebioticos, simbioticos, salde 0ssea, saude intestinal.
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ABSTRACT

GOMES, ANAMARES FERREIRA. Evaluation of the effects of consumption of yacon
(Smallanthus sonchifolius), kefir and yacon associated with kefir on intestinal and bone
health in rats. 2020. Dissertation (Master degree in Food Science and Technology) —
Federal University of Espirito Santo, Alegre — ES. Advisor: Dr. Neuza Maria Brunoro

Costa. Co-advisors: Dr Mirelle Lomar Viana, and Dr. Maria das Gracas Vaz Tostes.

Kefir is a functional food that has a great source of natural probiotics that provides
benefits to the host's intestinal health. Yacon (Smallanthus sonchifolius) is a tuberous
root from the Andes region, rich in fructooligosaccharides (FOS), with prebiotic
properties that increase the absorption of various minerals, such as calcium, and
increase bone mineralization. This study aimed to evaluate both prebiotic and probiotic
properties of yacon and kefir, respectively,-and the symbiotic action of the association
between them in the intestinal and bone health in rats. Adult Wistar rats were divided
into 4 groups: Control (C), kefir (K), Yacon (Y) and yacon + kefir (YK), and fed with
their experimental diets for 42 days. Group C received the standard diet AIN-93 M and
1 ml / day of whole cow's milk; group K received the same diet and 1mL / day of the
kefir fermented drink containing 102 CFU / mL; group Y received yacon flour in
sufficient quantities to provide 5% FOS and 1 mL / day of whole cow's milk, and group
YK received the same diet of yacon flour and 1 mL / day of the kefir drink. In the last
week, the animals were transferred to metabolic cages to collect 24-hour urine for
analysis of intestinal permeability. For this, the animals received via gavage, 1 mL of a
solution containing 200 mg of lactulose and 100 mg of mannitol. Feces and urine were
collected for 5 days to determine apparent absorption and calcium balance. Blood
sample was collected for analysis of serum biomarkers of bone formation Osteocalcin,
and bone resorption, type | collagen N-telopeptides (NTx) and type | collagen C-
telopeptide (Ctx). The contents of the large intestine were collected for analysis of
intraluminal pH and secretory immunoglobulin A (slgA). The administration of kefir and
yacon alone, favored the integrity of the intestinal mucosa, decreasing intestinal
permeability, by decreasing the concentration of lactulose and mannitol in the urine,
the symbiotic reduced the excretion of mannitol but not lactulose. Both kefir, yacon and

symbiotic were able to reduce intestinal pH, but only kefir and symbiotic were effective
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on increasing levels of slgA. There was no difference in apparent calcium absorption
(p>0.05) between the groups, however the symbiotic was efficient in the calcium
balance and kefir proved to be effective in preventing bone resorption, reducing the
levels of osteoclastic markers, Ctx and Ntx.Yacon was effective in bone formation,
increasing osteocalcin levels. The combination of yacon and kefir did not present the
expected symbiotic result, since it did not significantly favor bone and intestinal health
of the animals, that is, the values obtained for the symbiotic were intermediate between
the positive effects of yacon and kefir alone. Therefore, yacon and kefir, as a source
of prebiotics and probiotics, respectively, presented beneficial effects on intestinal and
bone health, highlighting the promising use of these foods for the formation and

maintenance of human intestinal and bone homeostasis

Keywords: probiotics, prebiotics, symbiotics, bone health, intestinal health
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1. INTRODUCAO

Conforme a populacdo envelhece e a expectativa de vida aumenta, patologias
relacionadas a idade se tornam mais prevalentes. A manutencao e perda 0ssea esta
fortemente relacionada ao estilo de vida e a dieta, uma dieta saudavel pode auxiliar
na reducdo do risco e no controle da progressdo da osteoporose e de disturbios
musculoesqueléticos. Os alimentos com propriedades funcionais podem auxiliar na
reducao do risco de doencas e agravos crénicos nao transmissiveis (DACNT). Dentre
os alimentos funcionais, os probiéticos, prebidticos e simbidticos podem ser citados
(HIROTA e HIROTA, 2019; NELKE et al.,2019).

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem beneficio a salde do hospedeiro desde que
tenham sido ingeridos em ndmero suficiente e sobrevivam ao transito gastrointestinal
(HILL et al., 2014; ISAPP, 2013).

Os prebidticos foram inicialmente definidos por Gibson e Roberfroid (1995)
como ingredientes alimentares nado digeriveis que afetam beneficamente o
hospedeiro, estimulando seletivamente o crescimento e a atividade de um numero
limitado de bactérias no colon (probiéticos), conferindo beneficios a saude.
Recentemente, uma definicdo de prebidtico como senso comum foi proposta pela
Associacdo Cientifica Internacional de Probioticos e Prebidticos (ISAPP) como
substrato utilizado seletivamente por microrganismos hospedeiros que conferem
beneficios a saude (GIBSON et al., 2017).

Simbidticos consistem de uma combinacdo de prebidticos e probidticos que
agem sinergicamente para promover bactérias gastrointestinais saudaveis
(GUARNER et al., 2012). H4, portanto, a expectativa de que, com a ingestao do
simbidtico, o ingrediente prebidtico promova a sobrevivéncia do probidtico no produto
e no trato gastrointestinal e, ou seu crescimento no colon (GRIMOUD et al., 2010)

O kefir representa uma grande fonte de probidticos naturais e pode ser
facilmente digerido (SATIR e GUZEL-SEYDIM, 2016). Os probidticos tém sido
associados a varias propriedades imunomodulatorias e tém o potencial de melhorar
varias condi¢des inflamatorias, incluindo osteoporose (DAR et al., 2018).

A yacon (Smallanthus sonchifolius) € uma raiz tuberosa originaria na regiao dos

Andes considerada um alimento funcional, principalmente por ser rica em
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frutooligossacarideos (FOS), os quais possuem propriedades prebioticas (CAETANO
et al., 2016). Alguns efeitos atribuidos aos prebibticos sdo a modulacao de funcdes
fisioloégicas chaves, como a absorcéo de calcio e a modulacdo da composicdo da
microbiota intestinal (ROBERFROID, 2002).

Ao serem fermentados no colon, os prebidticos produzem &cidos graxos de
cadeia curta, promovem aumento da massa fecal, redu¢éo do pH do cdélon, melhoria
do sistema imunolégico e promovem o crescimento de Bifidobacterium e Lactobacillus
no trato gastrointestinal (DWIVEDI et al., 2014; LEE e SALMINEN 2009).

E crescente o numero de estudos que relacionam ingestdo regular de
probidticos e prebiodticos a saude 6ssea (DA SILVA et al., 2019; SCHOLZ-AHRENS et
al., 2016; TANABE et al., 2019). Embora o intestino delgado seja a maior regido de
absorcdo de calcio nos seres humanos, quantidades significativas podem ser
absorvidas por todo o intestino, inclusive no célon, (ASHWINI et al., 2019).

A microbiota intestinal pode influenciar muitos aspectos da imunidade, incluindo
o desenvolvimento, funcao e diferenciacéo de células imunes. O metabdlito bacteriano
acido graxo de cadeia curta (AGCC) atua na regulacao da diferenciacéo de células T,
envolvidas diretamente na homeostase 0ssea pois regulam a remodelagem 06ssea,
extremamente importante em doencas 0sseas inflamatérias, como a osteoporose
(VILLA et al., 2017).

Ainda que a maioria dos dados disponiveis aponte para uma melhor
biodisponibilidade de minerais, é crescente o nimero de estudos que apontam para
um possivel eixo de sinalizac¢ao intestino-osso com a participa¢do de microrganismos
da microbiota intestinal. Este conceito amplia a compreensé&o do papel do intestino na
salude Ossea além de apenas favorecer a absorcao de minerais (VILLA et al. 2017,
WHISNER e CASTILLO, 2018).

O consumo de probidticos e prebidticos pode ser uma novidade na abordagem
para controlar a perda 0ssea via modulacdo do sistema imune do paciente. Além
disso, os tratamentos convencionais para perda 6ssea tém efeitos colaterais
indesejados como desconforto gastrointestinal, dor musculoesquelética e

hipocalcemia, além disso, nem sempre sao eficazes (DAR, 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar as propriedades prebidticas do yacon e probitticas do kefir e da acéo

simbidtica da associacdo entre eles na saude intestinal e 6ssea em ratos.

2.2. Objetivos especificos

1) Investigar o efeito do yacon, do kefir e da associacéo entre eles no consumo
alimentar e alteracdo ponderal;

2) Avaliar a influéncia do yacon, do kefir e da combinagdo entre eles na
integridade intestinal através da andlise dos parametros intestinas de alteracao
do pH cecal, permeabilidade intestinal e a producdo de imunoglobulina
secretoria A (slgA);

3) Avaliar o efeito do consumo de yacon e kefir na salude Gssea, por meio da
absorcado mineral e concentracdo de biomarcadores de formacao e reabsorcao

Ossea.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Metabolismo 6sseo

O osso é um orgao dinamico que sofre remodelacdes constantes durante todas
as fases da vida. O esqueleto adulto contém trés tipos principais de células:
osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos. Os ostedcitos, séo localizados em cavidades
ou lacunas dentro da matriz 6ssea tornando possivel a difusdo de nutrientes. Os
osteoblastos sdo as células responsaveis por sintetizar a parte organica da matriz
O0ssea, composta por colageno tipo |, glicoproteinas e proteoglicanas, sdo 0s
precursores dos ostedcitos. Osteoclastos derivam de células mononuclear-
fagociticas, extensamente ramificadas, derivadas de mondcitos que atravessam 0s
capilares sanguineos. Eles estdo presentes nas lacunas de reabsorcdo do 0Sso
trabecular e funcionam como células de resorcdo 0ssea. A saude 6ssea depende do
equilibrio entre as células osteoblasticas de formacdo éssea e osteoclasticas de
reabsorcdo (DE MARTINIS et al., 2020; DI CHEN et al., 2019 QUACH e BRITTON,
2017; SCHEPPER et al., 2017).

A infraestrutura do colageno sofre um processo continuo de remodelacédo que
envolve reabsorcéo e formacgéo éssea mediada por osteoclastos. A reabsorcdo 6ssea
pelos osteoclastos resulta na producdo do N-telopeptideos do colageno tipo-l1 (NTX)
(GINALDI et al., 2015)

O sistema esquelético € responsavel pela homeostase de calcio ionizado
sanguineo por meio da remodelacdo 6ssea. A remodelacdo Ossea é realizada por
meio de hormdénios sistémicos e algumas citocinas. Hormonios importantes estao
envolvidos na remodelagdo, paratormonio (PTH) e a 1,25 diidroxivitamina D3,
influenciando na atividade dos osteoclastos e os esterdides sexuais que atuam para
inibir a reabsorcdo 6ssea (CASHMAN,2002; GUEGUEN e POINTILLART, 2000;
VONDRACECK, 2004).

Vérios tipos de patologias podem estimular a perda 6ssea por impactar as
atividades dos osteoblastos e osteoclastos, como deficiéncia de estrogénio e
condi¢bes inflamatdrias, através do aumento da producéo de citocinas inflamatorias,

interleucina (IL-1,IL-6), fator de necrose tumoral (TNF-a) e a ativacdo do receptor
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nuclear-k B (RANKL) na medula éssea, que promovem a diferenciagao e atividade dos
osteoclastos (MAJUMDER et al., 2016).

3.2 Saude intestinal e homeostase 6ssea

O sistema imunoldgico e a microbiota intestinal do hospedeiro interagem entre
si em um equilibrio dindmico desempenhando papéis fundamentais na homeostase
0ssea, que influencia a massa O0ssea. A microbiota intestinal modula o sistema
imunologico através da producédo de moléculas com funcdo imunomodulatoria e anti-

inflamatoria capaz de influenciar as células imunes (WU et al., 2016).

Os probioticos podem inibir a atividade dos osteoclatos e reduzir o nivel de
expressao de fatores inflamatorios. Além disso, pode promover a absorcao de calcio
0sseo e aumentar significativamente a expressdo de marcadores osteogénicos,

podem reduzir o pH intestinal e melhorar a absorgao de célcio (LI et al., 2019

As bactérias expressam genes em resposta as mudancas no ambiente. Tais
genes codificam enzimas envolvidas na producdo de metabdlitos como acidos graxos
de cadeia curta, derivados de acidos biliares e vitaminas, por exemplo. Essa producao
depende da disponibilidade de substrato, que podem ser em parte, fornecidos por
prebiéticos (MCCABE et al., 2015).

Disturbios da microbiota intestinal podem aumentar a permeabilidade das
células intestinais, o que causa maior concentracao de Lipopolissacarideo (LPS) no
sistema circulatério, ativando a resposta imune. O LPS pode regular positivamente os
mediadores inflamatdérios, interleucina (IL) -1, ciclooxigenase (COX) -2 e TNF na
regido metafisaria 6ssea. Distlrbios da microbiota intestinal podem aumentar o pH
intestinal e diminuir a absorcao de célcio (SUN e O’'RIORDAN, 2013).

3.3 Prebidticos

A importancia da composicdo da microbiota intestinal é atribuida ao seu
envolvimento no desenvolvimento da mucosa gastrointestinal, sistema imunolégico,
manutencdo de um estado fisiolégico normal e producdo de nutrientes, como
vitaminas. A disponibilidade e composi¢céo de nutrientes pode moldar a constituicdo
da microbiota intestinal (PEREIRA e BERRY, 2017; ROBERFROID et al., 2010).
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Os prebidticos sdo definidos como ‘Substrato que é utilizado seletivamente por
microrganismos hospedeiros que conferem beneficio a saude’ (GIBSON et al., 2017).
Essa definicdo expande o conceito de prebidticos para incluir ndo carboidratos,
aplicacdes em locais corporais diferentes do trato gastrointestinal e categorias
diversas além dos alimentos, como por exemplo, em cosméticos usado para inibir a
atividade fisiol6gica e crescimento de bactérias indesejaveis da pele (MOHANTY et
al., 2018).

Sao encontrados em grupos de alimentos muito diversos e em uma ampla
gama de suplementos, ocorrem naturalmente em alimentos como leguminosas, frutas
e hortalicas, sendo as principais fontes trigo, aveia, feijao, grdo de bico, alho-poro,
aspargos, cebola, trigo, alho, chicdria, aveia, soja, yacon, alcachofra de Jerusalém
(SCHAAFSMA e SLAVIN 2015; MOHANTY et al. 2018; CAETANO et al., 2016).

Prebibticos ndo séo digeridos no trato gastrointestinal, sendo metabolizados
pela microbiota colénica. A fermentacdo € realizada por bactérias anaerdbicas do
célon, levando a producdo de acido latico, acidos graxos de cadeia curta e gases.
Consequentemente, ha reducdo do pH do lumen e estimulacdo da proliferacdo de
células epiteliais do célon, resultando em crescimento de certas espécies bacterianas
e a liberacdode metabdlitos, como acidos graxos de cadeia curta. (FREI et al., 2015;
SAAD 2006).

O aumento do mercado de alimentos funcionais, especificamente em relacéo
aos alimentos que contém prebidticos, foi grande nos Gltimos 20 anos. E esperado
que o mercado global prebidtico continue a expandir, ultrapassando US$ 7,5 bilh&es
em vendas até 2023 (INSIGHTS, Global Market, 2017).

3.4 Yacon

A yacon (Smallanthus sonchifolius) € uma raiz tuberosa originaria na regido dos
Andes e se espelhou para Nova Zelandia, Jap&o e Brasil, sendo também cultivada
nos EUA e RdUssia. Yacon armazena seus carboidratos na forma de
frutooligossacarideos (FOS), oligbmeros de frutose unidos por ligacdes 3-(2—1) ou B-
(2—6) e uma molécula de glicose ligada a frutose por a-(2—1), passa pelo estdbmago
e intestino delgado sem ser absorvido ou degradado e atinge o célon intacto, sendo
completamente fermentados no célon por bifidobactérias promovendo efeitos

b 7

benéficos a salde. Por esse motivo, é considerada um alimento funcional com
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propriedades prebidticas (CAETANO et al.,2016; FERNANDEZ et al.2013; GIBSON
et al. 2017).

As raizes de yacon contém compostos fendlicos, antioxidantes naturais que
ajudam a prevenir a acdo deletéria dos radicais livres no corpo. Os minerais mais
abundantes em yacon sado célcio e potassio. As folhas de yacon também contém
compostos bioativos, como &cidos fendlicos, acidos protocaricos, clorogénicos,
cafeicos e ferulicos, que conferem propriedades antidiabéticas e antioxidantes as
infusdes feitas a partir das folhas (CAMPOS et al., 2012; DELGADO et al., 2013;
HONORE et al., 2015).

A composicdo quimica das folhas e tubérculos do yacon pode variar
dependendo de fatores, incluindo local de plantio, estacdo de crescimento e época de
colheita. A propor¢cdo de FOS para acucares livres depende do estagio de
desenvolvimento da cultura, bem como do tempo e da temperatura de

armazenamento poés-colheita (YAN et al., 2019).

Yacon é geralmente consumida descascada e fresca, como uma fruta e em
salada de frutas, também pode ser assada em forno ou consumido na forma de uma
bebida extraindo seu suco. A raiz yacon escurece rapidamente no armazenamento
mesmo a baixas temperaturas. A farinha de yacon pode ser uma boa alternativa de
uso, a secagem da polpa de yacon para obtencao da farinha aumenta a concentracao
dos componentes funcionais, como o FOS e a inulina, a farinha de yacon pode ser
empregada como ingrediente funcional na formulacdo de diversos alimentos
processados como bolos, biscoitos, doces e pdes (DELGADO et al., 2013;
RODRIGUES et al., 2011; VASCONCELOS et al., 2010).

Os produtos finais da fermentacdo de frutooligossacarideos (FOS) pela
microbiota intestinal, acidos graxos de cadeia curta (AGCC), atuam como substratos
ou moléculas de sinalizagdo na regulacdo da resposta imune (PEREIRA et al., 2016;
SUN e O'RIORDAN, 2013).

O consumo de yacon foi investigado para melhorar a resposta imune intestinal
por meio da concentragdo de imunoglobulina A (IgA) em criancas pré escolares (VAZ-
TOSTES et al., 2014), maior producao fecal de acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
aumento do numero de células T e reducédo da expressdo do fator de transcricdo

RORYyt no célon (MARCON et al., 2019). A yacon também esta associada a resposta
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imunoldgica intestinal, redugéo da inflamacéo e um risco reduzido de cancer colorretal
em modelo murino (GRANCIERI et al. 2017; VERIDIANO et al., 2020).

Yacon reduz o pH intraluminal, o que favorece a solubilidade mineral. A yacon
aumentou a biodisponibilidade mineral de calcio e magnésio em ratos suplementados
com farinha de yacon (LOBO et al.,, 2007). Yacon também se mostrou capaz de
neutralizar efeitos delatérios sobre marcadores hematicos em ditea com sobrecarga
moderada de ferro em ratos (COCATO et al.,2019). Aumenta a largura, a altura e a
profundidade de criptas no ceco, fator que contribui para o aumento da absor¢éo
intestinal de calcio, magnésio e ferro além da deposi¢éo de calcio nos ossos (SOUZA
et al., 2018).

A ingestdo de FOS provoca um efeito bifidogénico ao estimular seletivamente
a proliferacdo de bifidobactérias, um grupo de bactérias benéficas naturalmente
encontradas no célon humano, homeostase glicémica, metabolismo lipidico, inibem a
multiplicacdo de patdgenos, além disso, atuam como um sinal para a regulacéo

genética da viruléncia em patdgenos entéricos comuns (Figura 1).

Trato digestivo

superior FOS ingeri‘do

delgado
'\‘

? intestino
= J

v,

Modu agéb da
microbiota intestinal

efeito bifdogénico—> redugao de pH

Figura 1- Consumo de yacon e os principais beneficios promotores de saude. Ao ser

ingerido, FOS chega ao cdlon intacto, onde é fermentado liberando acidos orgéanicos,
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ocasionando na reducao de pH intraluminal o que vai promover: A:imunomodulagao;
B:absorcdo mineral; C:metabolismo lipidico; D:homeostase glicémica; E:inibicdo

patogénica; F: Efeito anticarcinogénico. Fonte: adaptado de CAETANO et al., (2016).

3.5 Prebidticos, com efeito protetor 6sseo

Os prebidticos tém efeitos benéficos em diversos aspectos da saude incluindo
saude Ossea. Compostos prebioticos como oligofrutose e inulina aumentam a
biodisponibilidade de célcio, por meio da fermentacdo microbiana destes compostos,
oque vai resultar em diminuicdo de pH nos contetdos do ileo, ceco e célon,
ocasionando no aumento da concentracdo de minerais ionizados, condigéo que facilita
a difusdo passiva, aumentando a concentracéo de célcio, fésforo, fosfato e, em menor
grau, magnésio, no ceco. A fermentacdo microbiana também acarreta na producéo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) que possuem efeito osmaético, no trato
gastrointestinal, resultando na transferéncia de agua para o intestino grosso,
favorecendo a solubilidade do célcio (SAAD 2006; SLAVIN, 2013; TOUSEN et al.,
2016).

A maior biodisponibilidade do calcio no célon poderia ser, também, resultante
da hidrélise do complexo calcio-fitato, por acdo de fitases liberadoras por enzimas
bacterianas (SAAD 2006).

Os oligossacarideos nédo digeriveis sdo considerados os prebidticos mais
promissores para a saude o6ssea. Exemplos destes oligossacarideos incluem
lactulose, galactooligossacarideos (GOS), frutooligossacarideos (FOS), inulina e
oligofrutose (WHISNER e CASTILLO, 2018).

Oligossacarideos demonstraram sua eficacia no aumento da absorcdo de
minerais, protegendo contra a perda 6ssea acarretando no aumento da forca, rigidez

e elasticidade 0ssea (Tabela 1).
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Tabela 1- Resumo de tratamentos prebidticos para avaliar sua eficacia na alteracao
da absorcao de minerais, refletindo na saude Gssea.

Prebidtico/ Dose e Conclusdes Referéncia
composto duracéao
Inulina enriquecida 109g; 3 Aumento das taxas de formacdo DRABINSKA
com oligofrutose meses 0ssea e diminuicdo das taxas de et al. 2019.
reabsor¢cdo 6ssea.
Inulina Solucdo  Aumento da absorcdo mineral, KRUPA-
7% de aumento 4cidos graxos de KOZAK
inulina cadeia curta no ceco. et al., 2017
(V/v); 6
semanas
FOS 1,85 g/kg; Os FOS protegeram contra a PORWAL et
12 perda 0ssea, aumentaram al.,2020
semanas seletivamente marcadores
osteogénicos e 0 butirato no
sangue.

GOS/FOS 2,5% do A mistura GOS/FOS aumentou SEIJO et al.,

teorda o teor de Ctx diminuiu e a forga, 2019.
dieta; rigidez e elasticidade Ossea
aumentaram.

GOS/FOS 5,3% do Oteorde Cae P, as coloniasde BRYKetal.,
teor da Lactobacillus foram maiores nas 2015
dieta;7 fezes dos grupos de tratamento

semanas e menor pH cecal.
Lactulose 20 g/kg; 6 Reducdo dos niveis de CTx, CHEN etal.,
semanas alterou beneficamente a 2020

microbiota intestinal, aumentou
o teor de AGCC nas fezes,
reduziu os niveis de citocinas
pré-osteoclastogénicas e
aumentou a citocina anti-
inflamatéria IL-10.

FOS: frutooligossacarideos; GOS: Galactooligossacarideos. Fonte: A autora (2020).

3.4 Probioticos

A Associacdo Cientifica Internacional de Probioticos e Prebioticos (ISAPP)

define os probidticos como ‘microrganismos vivos que, quando administrados em

quantidades adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro’ desde que
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tenham sido ingeridos em numero suficiente e sobrevivam ao transito gastrointestinal
(HILL et al., 2014).

O meio de acado dos probiéticos em favorecer a saude humana inclui fatores
como efeito antagonista, por meio de producdo de substancias antimicrobianas,
competicdo contra microrganismos patdgenos por adesdo ao epitélio e oferta de
nutrientes, imunomodulacdo do hospedeiro, por meio da ativagdo de mecanismos
naturais de defesa e inibicdo de producédo de toxinas bacterianas (ARKOWIAK e
SLIZEWSKA, 2017; SAAD, 2006).

Com relacéo a funcao dos probiéticos na salude do hospedeiro, salienta-se o
controle da microbiota intestinal; estabilizacdo da microbiota intestinal apds o uso de
antibioticos; melhoria da resisténcia gastrintestinal a colonizacdo por patégenos;
promocdo da digestdo da lactose; estimulagdo do sistema imune; alivio da
constipacado; producdo de vitaminas e melhoria da absorcdo mineral (PARK et al.,
2018; PAKDAMAN et al.,2015; QUIGLEY et al., 2019; SAAD, 2006). Além disso, a
composicdo da microbiota intestinal afeta o sistemas cardiovascular, neural,
imunologico e metabdlico (AZAD et al., 2018)

Os probidticos sdo promissores da saude, usados tanto como terapia adicional
a algum tratamento especifico como um suplemento na satude de modo geral. Deve-
se enfatizar que tal efeito limita-se a promocéo de saude e ndo a cura de doencas
(ABID e KOH, 2019; SANDERS, 2003).

3.5 Kefir

O kefir € uma simbiose complexa que formam gréaos ou estruturas semelhantes
a couve-flor. Além de bactérias e leveduras benéficas a salde do hospedeiro, € rico
em aminodcidos, vitaminas, minerais e enzimas. Principalmente calcio, fosforo,
magnésio, vitaminas K, Bz, Bi2, A e D. Também possui propriedades antioxidantes e
terapéuticas (GAWARE et al., 2011).

A sua origem é caucasiana e tibetana, preparado a partir da incubacgéo de gréos
de kefir com leite cru ou agua (SHARIFI et al., 2017). Os graos kefir sdo compostos
por uma microflora diferenciada que inclui bactérias acidas lacticas (Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus parabuchneri e Acetobacter lovaniensis)

e leveduras como Saccharomyces cerevisiae. Os principais metabdlitos da
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fermentacdo do kefir sédo o 4cido latico, etanol e o CO2, que conferem a esta bebida
viscosidade, acidez e um leve teor alcodlico (JALALI et al., 2016)

Os constituintes do kefir estédo envolvidos na sintese de componentes bioativos
anticancerigenos, antiinflamatorios, antimicrobianos, anti-alérgicos,
imunomoduladores, cicratizante e de inibicdo de enzima conversora de angiotensina.
Além da producdo de peptideos bioativos, aminas biogénicas e a conversdo de
compostos fenélicos em compostos biologicamente ativos, bem como a reducao de
antinutrientes. Todas essas propriedades tem aumentado o interesse pelo kefir como
foco de pesquisa e como um potencial produto probiético (BOURRIE, WILLING e
COTTER, 2016; DIMIDI et al., 2019).

O consumo regular de produtos lacteos, entre eles o kefir, tem sido investigado
como uma abordagem mais segura, econbmica e natural, como coadjuvante no
tratamento de doencas 0sseas como a osteoporose, pois além de serem uma fonte
de célcio podem reduzir a reabsorgdo 6ssea (FARDELLONE et al.,2019).

Peptidos isolados do kefir demonstraram ser eficazes em reduzir a perda de
massa 0ssea, atuando na prevencao da osteoporose em ratas ovariectomizadas (TU
et al.,2020). A ingestao regular de kefir em pacientes com osteoporose foi capaz de
elevar a concentracdo do biomarcador de formacdo éssea Osteocalcina (OC) e
também o horménio da paratiredide (PTH) a niveis considerados normais mesmo em
pacientes em tratamento (TU et al., 2015), comprovando assim o potencial do kefir em

promover a remodelacdo 6ssea e aumentar a formacéo ossea.

3.6 Probidticos e saude mineral

Pode-se afirmar que o 0osso é um dos 6rgdos mais impactado por probioticos
devido a sua dependéncia do intestino, incluindo a absor¢cdo de minerais e de
vitaminas (MCCABE et al., 2015). O osso é um 6rgao dindmico que depende do
equilibrio entre os osteoblastos de formacao 6ssea e o0s osteoclastos de reabsorcao
0ssea. Um desequilibrio nesse processo pode levar a doencas 0sseas (SCHEPPER
et al., 2017).

A saude Ossea é favorecida pelos probioticos por meio de producéo de
vitaminas D, K e acido folico, associados ao metabolismo de minerias, pela producéo
de &cidos graxos de cadeia curta, aumento da absorcdo de célcio, através do

transporte desse mineral do intestino delgado para o grosso e do efeito osmotico da
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inulina e da oligofrutose, resultando em maior solubilidade do céalcio (RAJPUT et al.,
2018; SAAD, 2006).

O estado antioxidante reduz a diferenciacao dos osteoclastos, diminui 0s niveis
de citocinas pro inflamatdrias e aumenta a absorcao de calcio nos ossos (RAJPUT,
2018). Os probidticos parecem agir como estrogénio na regulacdo osteoimune,
fortalecendo a estrutura do osso através da atividade das células T e também
aumentando a expressdo do fator de crescimento-f e inibicdo da producdo de
citocinas pro-inflamatorias (WALSH et al., 2018).

Os probidticos agem como estrogénio na regulacdo osteoimune, fortalecendo
a estrutura do osso através da atividade dos Linfocito T, ou células T (Walsh et al.,
2018).

Grande parte dos trabalhos utilizam bactérias do acido latico, como cepas dos
géneros Lactococcus e Lactobacillus, que também estdo entre os probiéticos mais
usados na dieta humana (QUACH e BRITTON, 2017). A seguir, sdo apresentados
alguns trabalhos que utilizaram cepas probioticas isoladas para investigar o efeito

desses componentes na saude 0ssea (Tabela 2).
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Tabela 2- Resumo de tratamentos probiéticos com o objetivo de melhorar a saude
Ossea.

Componente probidtico Concluséao Referéncia

Lactobacillus acidophilus Inibicdo de perda Ossea DAR et al.,
através do mecanismo de 2018.
modulagéo do equilibrio das
células T

Lactobacillus rhamnosus Aumento do volume 6sseo  TYAGI et al.,
trabecular e regulacdo do 2018.
anabolismo 6sseo mediada

por células T.

Saccharomyces Ativacdo dos osteoclastos YAMADA et al.,
cerevisiae em ratas ovarectomizadas 20109.
Lactobacillus reuteri Aumentos dos marcadores MCCABE et al.,

osteoblasticose aumento da 2013.

formacdo Ossea.

Lactobacillus kefiri Aumento de osteocalcina TU etal., 2015.
sérica, paratiredide sérico
(PTH), aumento de

densidade mineral 6ssea e
diminuicao do B-CTx.

Fonte: a autora (2020).

Grande parte dos estudos sao realizados, seja eles com humanos ou animais,
mulheres e fémeas respectivamente, portador de alguma doenca éssea ou agravos
cronicos ndo transmissiveis (DACNT). N&o foi observado na literatura, estudos com

homens ou machos, sadios.

3.7 Simbioticos

Os simbiéticos foram definidos inicialmente (GIBSON e ROBERFROID, 1995),
como sendo a ‘mistura de prebioticos e probioticos que fornece o beneficio de ambos,
principalmente em razao dos efeitos sinergéticos’. Desde a sua introdugao, este
conceito nao foi redefinido. Entretanto, com base na evolucao dos termos probiéticos
e prebidticos, um simbidtico deve consistir em probioticos e prebioticos e o prebiotico
deve suportar seletivamente o crescimento do componente probiético, melhorando o
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bem-estar do hospedeiro (KOLIDA e GIBSON, 2011). Os simbidticos tém uma maior
eficicia, em comparacdo com qualquer probiético ou prebiodtico usados isoladamente
(MOHANTY et al., 2018).

Existem dois tipos de abordagens, baseadas na definicdo atual: a)
complementar, o probittico € escolhido com base em efeitos benéficos especificos
desejados e o prebidtico é escolhido independentemente para aumentar
seletivamente as suas concentracdes e b) sinérgico, onde o prebidtico é selecionado
para ter uma interacdo maior com o probiético o principal objetivo € a melhoria da
sobrevivéncia dos microrganismos probioticos no trato gastrointestinal. Entretanto, a
abordagem sinérgica é mais coerente com a definicdo simbidtica atual (KOLIDA e

GIBSON, 2011; MARKOWIAK e SLIZEWSKA,2017)

3.8 Simbidticos e saude mineral

Simbidtico contendo Lactobacillus acidophilus e uma combinacdo de
oligofrutose e goma-arabica promoveu efeito sinérgico na mineralizacdo 0ssea,
promoveu mudancas no microbioma intestinal, enquanto a remodelagcéo 6ssea tendeu
a ser reduzida em modelo murino (SCHOLZ-AHRENS et al., 2016).

Em estudo utilizando como componente probidtico do simbidtico Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium longum,e Bifidobacterium bifidum
e 0 componente prebidtico uma mistura de galacto-oligosacarideos (GOS) em
humanos obesos submetidos a dieta severa de perda de peso, concluiu que a mistura
simbittica ndo mostrou diferengas estatisticamente significativas de teor mineral
0sseo em relacdo ao grupo placebo, entretanto modulou o microbioma intestinal
aumentando a abundancia de espécies microbianas potencialmente benéficas
(SERGEEV et al.,2020).

A saude mineral é favorecida pela ingestdo de prebiéticos, probidticos e
simbidticos, a injestdo de yacon e kefir pode favorecer a saude 0ssea, alterando as

concentracdes de biomarcadores de formacao e reabsorcéo 0ssea.
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4 MATERIAL E METODOS
O estudo foi desenvolvido nos Laboratérios de NutricAo Experimental e
Fisiologia Humana, Central Analitica, Operacfes Unitarias e Quimica de Alimentos da

Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES.

4.1 Elaboragéo da farinha de yacon

A yacon utilizada para a elaboracdo da farinha foi adquirida com produtor da
regido de Santa Maria de Jetiba/ES, sendo todas do mesmo lote. A farinha foi
produzida em uma Unica batelada.

As raizes tuberosas foram pré-higienizadas em agua corrente e, logo apos,
sanitizadas em solucédo de hipoclorito de sédio a 200 ppm por 15 minutos. Depois,
foram descascadas com auxilio de um descascador e fatiadas com um processador
em forma de laminas. Apés esse procedimento, foram imersas em solugdo contendo
1% de acido citrico, sendo drenadas e secas com auxilio de bandejas em secador
com circulacdo de ar, a 60°C por 72 horas ou até temperatura constante. Apos a
secagem, foram trituradas em moinho de facas para obtencao da farinha. A farinha foi
embalada em embalagens poliméricas do tipo Stand Up Pouch. Ao final do processo,
a farinha foi armazenada a temperatura de 4°C. Com resultado final, foi obtida uma
farinha de coloragéo escura e bem fina (Figura 1).

Figura 2- Farinha de yacon embaladas em embalagens do tipo Stand Up Pouch.
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4.2 Determinacdo da composi¢do quimica da farinha de yacon

4.2.1 Caracterizacéo e quantificacdo dos acucares

A analise da composicdo de oligofrutanos, inulina e os acucares (glicose,
frutose e sacarose) foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
em cromatégrafo da marca VARIAN, modelo Pro-Star 410, com detector de indice de
refracdo e injetor automatico (AUTO SAMPLER 410), a coluna utilizada foi HPX 87P,
marca BIORAD, fase estacionaria chumbo, fase movel agua purificada. A amostra foi
diluida ajustando a concentragcdo para 1°Brix e em seguida colocada em banho-maria
a 45°C com agitacdo durante 30 minutos para facilitar a solubilidade dos acucares
presentes e foi centrifugada a 12000rpm durante 10 minutos. Em seguida, filtrada em
membrana de decafluoreto de polivinil (PVDF) da Millipore com 0,22 m de porosidade
e 13 mm de didmetro com auxilio de um rolder e seringa de 1 ml, para reter o material
sélido e colocado em frasco do injetor automatico (vial). Por fim, as amostras foram
injetadas em Cromatografo liquido, com fluxo de 0,6 mL.min-1 e temperatura da
coluna de 80°C, projetando uma sequéncia de picos que foram comparados com as
curvas pré-definidas no equipamento. A quantificacdo dos oligofrutanos da farinha foi
feita em funcdo da porcentagem de area dos oligofrutanos em comparacéo a area
total dos acucares.

4.2.2 Determinacao da umidade, cinzas, proteinas e lipideos
As andlises de umidade, cinzas, proteinas e lipideos da farinha de yacon foram
realizadas de acordo com metodologia proposta pelo instituto Adolfo Lutz (1985).

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.2.3 Umidade

O teor de umidade foi determinado através do célculo da perda de peso das
amostras submetidas a Secagem direta em estufa a 105°C, durante 3 horas. Resfriada
em dessecador até a temperatura ambiente. Pesadas. Sendo o procedimento de
aguecimento e resfriamento repetido até peso constante. Para se obter o teor de

umidade foi utilizado a seguinte férmula:
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Umidade = 100 x N
P
Onde:
N = n° de gramas de umidade (perda de massa em Q)

P = n° de gramas da amostra

4.2.4 Cinzas

A cinzas foram analisadas pelo método de obtencao do residuo por incineracao
onde foi pesado aproximadamente 5 g da amostra em um cadinho, previamente
aquecida em mufla a 550°C, resfriada em dessecador até a temperatura ambiente e
pesada. A amostra entao, foi incinerada em estufa por 6 horas, resfriada e dessecador
e o peso final (amostra + cadinho) anotado e subtraido do peso do recipiente seco
(cadinho).

4.2.5 Determinacdao de fibra alimentar

Os teores de fibra alimentar solavel e insoluvel da farinha de yacon foram
determinados segundo o método enzimatico-gravimétrico n° 985.29 da AOAC (1990)
com modificagBes propostas por Lee e colaboradores (1992).

Utilizando o kit de fibra alimentar total enzimatico da marca Megazyme®,
seguindo o procedimento recomendado pelo fabricante, utilizando-se 50 yuL da enzima
a-amilase e 100 L de solucéo de protease e 200 pL de solucdo de amiloglucosidase,
obtendo-se assim, o residuo de fibra soltvel e insoltvel. Cada residuo foi analisado
quanto ao teor de proteinas usando o método Kjeldahl com fator 6,25 para se obter o
teor (g) de proteina na amostra. Para analise de cinzas, o residuo foi incinerado por 5
h a 525 °C.

O calculo utilizado para determinacao da quantidade de fibra total da amostra

€ mostrando abaixo:

FAT% =RT - P -C — BT x 100
M

Onde:
FAT= fibra alimentar total
RT = residuo total da amostra = (P2 - P1)
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BT = residuo total do branco = (B2-B1) — Pb - Cb
C = cinzas da amostra
M = massa da tomada da amostra

P = teor de proteina

As fibras totais presentes na amostra de farinha de yacon representam a soma

das fibras sollveis e insollveis determinadas por meio desta metodologia.

4.2.6 Determinacéo do teor de célcio

A determinacdo de célcio foi feita por espectrometria de absor¢cdo atbmica
(AAS), utilizando espectrometro modelo SavantAA da marca GBC, com comprimento
de onda de 175 a 900 nm controlado por software SavantAA Windows®. Pipetou-se
1 mL da amostra e efetuou-se a digestao por via imida, utilizando sistema de Digestédo
de micro-ondas MARS 6™ a 210°C e solucdo padrdo de acido Nitrico (HNO3). A
amostra foi transferida para tubos do tipo Falcon e armazenado sob refrigeracdo até
o0 momento da leitura. Para a leitura, pipetou-se 1 mL do extrato da digestdo das
amostras juntamente com 2,5 mL de solugdo 16.000 ppm de estroncio (Sr)
completado o volume com agua ultrapura e levado para a leitura em espectrofotdmetro
de absorcao atbmica. Determinou-se a concentracdo de Ca com o auxilio da curva
padrdo com concentracdes conhecidas de Ca de 0; 1; 2; 4; 6; 8; 12; 16 e 20 mg/L. A

equacao abaixo apresenta o célculo para a determinacao de calcio.

R=(A-—B)x25+1
1000 P

Em que:
A: concentracdo da amostra em mg L+
B: concentracdo do branco

P: peso da amostra em gramas

4.3 Cultivo dos graos de kefir
No presente estudo foi adicionado 33,33% (20 g) dos gréos de kefir e 40 mL de

leite UHT, como substrato, com a finalidade de se obter 60 mL de preparado (grao +
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substrato) e apods agitacdo, o frasco foi tampado com material que permitia a
circulacdo reduzida de ar (guardanapo de papel prendido com elastico) (Figura 2).

Figura 3- Fermentacédo do kefir em recipiente de vidro.

Apos permanecer em fermentacédo por 24 horas, os graos foram recuperados por meio
de filtracdo, em peneira doméstica, a bebida foi entdo armazenada sob refrigeracao
(8 °C) até ser administrada aos animais. Esse processo foi realizado diariamente

durante o experimento (42 dias).

4.3.1 Determinacédo do pH e acidez titulavel do kefir

A acidez titulavel foi determinada por titulacdo, segundo metodologia descrita
pelo Instituto Adolfo Lutz (1985). Para a amostra de leite fermentado pipetou-se 10 mL
da amostra e diluiu-se em 10 mL de agua destilada. Em seguida adicionou-se 5 gotas
de fenolftaleina. A amostra diluida foi titulada com solucéo de hidroxido de sédio 0,1

mol/L até atingir a coloragdo résea. A acidez titulavel foi calculada utilizando a

equagao:
(Vxfx0,9)
P
em que:

V = volume, em mL, de solugdo de NaOH 0,1 mol/L gasto na titulacao;
f = fator de correcéo da solucdo de NaOH 0,1 mol/L; 0,9 = fator de conversao
para o acido lactico;

P = massa, em gramas, da amostra.
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O resultado para a acidez foi expresso em porcentagem de acido lactico (g de
acido lactico/100 mL de produto).
O pH foi obtido por meio de medi¢do direta, utilizando-se de pHmetro de

bancada da marca Kasvi®.

4.3.2 Analises microbiologicas do kefir

A contagem total de bactérias acido laticas (BAL) foi realizada por meio de
diluicdes decimais até 1078 em triplicatas, as placas, foram incubadas com o meio de
cultura Man Rogosa & Sharpe (Difco, Detroit, Estados Unidos), utilizando o método
sobrecamada, a 37°C por 24h, segundo recomendado pela American Public Health
Association (APHA, 2001).

4.4 Ensaio biolégico
4.4.1 Delineamento experimental

Os 40 animais utilizados no estudo, foram distribuidos em quatro grupos com
10 animais cada:

I. Grupo C: Grupo controle; n=10;

[I. Grupo Y: Com administracao de farinha de yacon; n=10.

lll. Grupo K: Com administrag&o de kefir; n=10.

IV. Grupo YK: Com administracdo de farinha de yacon e kefir; n=10;

Os animais foram alimentados com suas dietas experimentais por 42 dias. Os
animais do grupo controle (C) receberam a dieta AIN-93M e 1 mL/dia de leite UHT
integral misturado a dieta. Os animais do grupo Y receberam farinha de yacon
adicionada a dieta AIN-93M, na quantidade de 97,4 g/kg para fornecer 5% de FOS
(LOBO et al., 2007) e 1 mL/dia de leite de vaca integral misturado a dieta. Os animais
do grupo K receberam uma dose diaria de 1 mL de kefir, e os do grupo YK receberam
a mesma dieta do grupo Y, além de uma dose diaria de 1mL de kefir, misturado a

dieta.

O peso corporal (g) e a ingestao de alimentos (g) foram registrados uma vez
por semana durante todo o experimento e a ingestao total (g por 42 dias) e a ingestao
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diaria (g por dia) foram calculadas, assim como o Coeficiente de Eficiéncia Alimentar
(Ganho de Peso/Consumo alimentar).
Ao fim da intervencéo alimentar (42° dia de experimento), os animais foram

eutanasiados e a coleta de materiais biologicos foi realizada para posteriores analises.

Animais

Foram utilizados 40 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
albinus), pesando 170,0 £ 5,0 g, por volta de 4 semanas de idade, provenientes do
biotério Central do Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal do Espirito
Santo (CCS/UFES). Os animais foram mantidos em gaiolas aramadas de ago
inoxidavel individuais, com controle da iluminacdo (ciclo de luz claro/escuro),
ventilacdo e temperatura ambiente de 22 + 2°C e agua ad libitum. O tempo de
intervencéo do experimento foi de 6 semanas, totalizando 42 dias de estudo. O projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica Animal (CEUA), protocolo n° 25/2016.

Dietas experimentais

Os animais receberam dieta AIN-93M, seguindo as recomendacdes do
American Institute of Nutrition (REEVES, NIELSEN e FAHEY, 1993), para
manutengdo de animais adultos. Foram utilizadas 4 dietas, 2 contendo farinha de
yacon, todas formuladas a partir da AIN-93M. As dietas controle e yacon foram
formuladas para conter um teor de calcio entre 0,19 e 0,20 gramas / kg de dieta. Os
ingredientes complementares necessarios para elaboracédo da dieta foram adquiridos
da Prag solucdes biociéncias© e também no comércio local. As dietas foram

armazenadas em local seco e refrigerado durante o periodo de consumo.

A contagem de bactérias laticas laticas totais (UFC/g) no leite fermentado Kefir foi

108 unidades formadoras de coldnias (UFC) por grama de leite fermentado, estando este

valor, dentro da legislacdo vigente que estabelece que as contagens de bactérias laticas

totais durante o seu periodo de validade deveréo ser, de no minimo 107 UFC/g de kefir

(BRASIL, 2007).
A composicao das dietas experimentais segue a seguir (Tabela 3)
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Tabela 3- Composicao das dietas experimentais (g/kg).

INGREDIENTES GRUPO C GRUPO K GRUPO Y GRUPO YK
Amido de Milho 459,5 459,5 4445 4445
Amido Dextrinizado 155 155 155 155
Albumina 140 140 140 140
Sacarose 100 100 67.6 67,6
Celulose 5 5 0 0
Farinha de Yacon - - 97,4 97,4
Oleo de Soja (mL) 40 40 40 40
Mix de Minerais 35 35 35 35
Mix de Vitaminas 10 10 10 10
Carbonato de Calcio 6,2 6,2 6,2 6,2
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5
L-Cistina 1,8 1,8 1,8 1,8
Kefir - 1,0 - 1,0
Calcio (g.kg™) 1,92 1,94 1,95 1,91
Energia total (kcal) 377,8 377,8 365,6 365,6

C= dieta AIN93-M; K= dieta AIN93-M+kefir; Y= dieta AIN93-M+farinha de yacon; YK= dieta AIN93-
M+farinha de yacon+ kefir.

Com o objetivo de avaliar a influéncia na absorcao de calcio, ndo foi ofertada na
dieta a quantidade diaria total recomendada para a manutencdo dos animais, sendo
ofertados apenas 50% das necessidades diarias de célcio aos ratos, desta forma o mix
de minerais utilizado ndo continha calcio, entéo foi adicionado carbonato de célcio na
preparacao de ambas as dietas. Todas as dietas apresentaram o mesmo teor de fibras.
Para os grupos C e K foi utilizada a celulose como fonte de fibras, ja para os grupos Y e
YK, as fibras ofertadas foram provenientes da farinha de yacon, totalizando 5% de fibras,
sendo em sua maioria oligofrutanos, em ambas as dietas. Sacarose também foi reduzida
nos grupos que receberam yacon, em funcdo da composicdo de acucares simples
presentes na farinha.

A composicao da farinha de yacon utilizada nas dietas segue baixo (Tabela 4).
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Tabela 4- Caracterizacao fisico-quimica da farinha de yacon usada no preparo das
dietas.

Componentes (g /1009)
Umidade 6,97
Proteinas 3,18
Lipidios 0,78
Cinzas 5,96
Fibra alimentar soltvel (FS)! 9,24
Fibra alimentar insolavel (FI)* 6,58
Carboidratos totais* 67,29
Glicose? 8,64
Frutose? 9,81
Sacarose? 14,87
Oligofrutano? 24,43
Inulina2 7,52
FOS? 19,39
Fibras probiéticas® 51,34
Valor calérico (kcal.g?) 148,1

1 Determinados pelo método n°985.29 AOAC (1990); 2 Determinados por HPLC; 3 Soma de oligofrutano,

inulina e FOS (valor utilizado para o calculo da quantidade de farinha de yacon a ser adicioncada na dieta;

*Carboidratos totais = 100 — (umidade+lipidios+proteinas+cinzas+FS+Fl).

Os altos teores de fibra alimentar, principalmente a fracdo soluvel, como
oligofrutanos, inulina e FOS, com propriedade reconhecidamente prebiéticos, conferem
a farinha de yacon deste estudo a alegacéo de funcionalidade, uma vez que alimentos
sélidos contendo = 3 g fibras por 100 g de alimento sdo considerados fonte de fibra e =
6 g, alimento com alto teor de fibras (BRASIL, 1998).

Eutanasia

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados pela administracao
intraperitoneal de 0,2 mL/100 g peso corporal de solugdo anestésica contendo 15
mg/kg de Xilazina e 60 mg/kg de Cetamina/kg e o sangue foi coletado por puncgao

cardiaca. Apos, foram centrifugados (3000 g, 10 minutos, 4°C) para obtencéo do
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plasma e armazenados a -80°C para posteriores analises. Foram ainda coletados o
conteudo cecal para analise de pH.

4.4.2 Balan¢o mineral

A coleta das fezes e da urina foi realizada na ultima semana do experimento,
os animais foram transferidos para gaiolas metabdlicas, durante 5 dias para avaliar os
efeitos das dietas na absorcao aparente e o balanco de calcio.

As fezes foram congeladas a -20°C e posteriormente secas em estufa a 105°C,
até peso constante. Apos, foram moidas e as amostras em p6, bem como amostras
de urina, utilizadas para analises de Ca, segundo metodologia proposta por LOBO
(2007). A absorcao aparente e o balanco mineral serdo obtidos através das seguintes

equacoes:

Absorcgéo aparente (%) = 100 x (ingestdo — excrecao fecal)

Ingestao

Balanco mineral (mmol/d ou pmol/d) = ingestédo — (excrec¢ao fecal + excrecao urinaria).

4.5 Dosagem dos Biomarcadores 6sseos

Para dosagem de Osteocalcina, fragmento telopeptideo C-terminal (CTX) e N-
telopeptideo (NTX) no plasma, foi dosada através do método ELISA, com placa micro
ELISA pré-revestida com um anticorpo especifico, utilizando kit comercial fornecido
por Elabscience® (Texas-USA) com sensibilidade de 0,47 ng/mL,0,1 ng/mL,1,88
ng/mL, para osteocalcina, CTx e NTX, respectivamente. A densidade Optica
empregada foi de 450 nm = 2 nm. A mostra utilizada foi soro de ratos em jejum por 12

horas antes da coleta. Os célculos foram obtidos utilizando o software HIDA Soft®.

4.6 Integridade intestinal
4.6.1 Permeabilidade intestinal

O teste de permeabilidade intestinal foi realizado na ultima semana do
experimento. Os animais foram alocados em gaiolas metabdlicas, e permaneceram
em jejum durante 12 horas. No entanto, 0s mesmos tiveram livre acesso a agua ultra
pura.

Os animais receberam, via gavagem, 1 mL de uma solug&o contendo 200 mg
de lactulose (Arte Nativa®, Brasil) e 100 mg de manitol/ImL (Sigma-Aldrich®, EUA).
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Apoés 1 hora de administracdo os animais puderam consumir agua ad libitum, e apos
6 horas dieta. Toda a urina excretada nas subsequentes 24 h foi coletada, dosada e
centrifugada a 3000 g por 10 minutos, para eliminar impurezas. Esses resultados
foram usados para calcular a relacédo de lactulose / manitol (L/M), obtida por meio da
divisdo da excrecdo urinaria (%) de lactulose por manitol. As amostras foram
armazenadas a -80 °C para a posterior dosagem dos acgucares.

Para determinacdo das concentracdes de lactulose e manitol, a amostra de
urina obtida foi filtrada em filtros Millipore de 0,45 mm aproximadamente 1,5 mL foi
armazenado em vials para HPLC. As analises por HPLC foram realizadas a 65°C, sob
condicoes isocraticas. A fase moével consistiu de solugédo de acido sulfarico (H2S0O4)
0,005 mol /L. A solucdo empregada na fase movel foi filtrada em filtros de 0,22 mm de
espessura. O fluxo da fase movel foi 0,2 ml/min e o volume de inje¢cdo da amostra 20
uL (DE SA, et al., 2011). Utilizou-se HPLC, da marca Shimadzu (Kyoto, Jap&o). O
sistema de cromatografia consistiu em desgaseificador (Modelo DGU-14A), bomba
(Modelo LC-10AT), injetor automatico (modelo SIL-20A), forno de coluna (Modelo
CTO-10AS) e detector de UV-Vis (modelo SPD-10AV) ligado em série com um
detector de indice de refracdo (modelo RID-10A). A coluna analitica utilizada foi
Aminex HPX-87H (300 cm x 8.7 mm) da marca BIO-RAD (Califérnia, EUA). Para a
padronizacao do teste e 0 adequado conhecimento dos valores medidos na unidade
g/L, quantidades conhecidas de lactulose (12,5 a 0,1953mM) e manitol (25 a 0,3906
mM) foram avaliadas separadamente no HPLC, com a finalidade de se compor a

equacao da reta dos mesmos (y= ax + b).

4.6.2 pH intraluminal do Colén

Apos remocao do intestino grosso dos animais, o contetdo luminal do ceco foi
retirado, pesado, uma amostra foi reservada para outras analises e o restante diluido
na proporcao 1:10 em solugéo salina e homogeneizado em vortex. Posteriormente, a

leitura do pH foi realizada por meio de pHmetro de bancada da marca Kasvi®.

37



4.6.3 Imunoglobulina secretéria A (slgA)

O conteudo cecal foi diluido em solugdo tampéao fosfato (PBS), pH 7,2, na
proporcao de 100 mg do conteudo/ 1,9 mL de solu¢cdo, homogeneizado usando um
vortice e centrifugado a 1000 g por 20 min, a 4°C. O procedimento de preparo da
amostra seguiu a metodologia do fabricante. O sobrenadante foi recolhido e avaliado
com base no método de ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA) usando o kit
da marca Elabscience® (EUA), utilizando leitor de microplacas com filtro de

comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos em ng/mL.

4.6.4 Analises estatisticas

Para a investigacdo das variaveis obtidas ao decorrer do experimento, a
normalidade das observacgdes foi verificada pelo teste Kolmogorov—Smirnov, sendo
em caso de rejeicdo da normalidade realizado o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis
seguido do pés hoc de Dunn com a 0,05 e analise de variancia (ANOVA one way),
seguida do teste post hoc de Tukey para dados com distribuicdo normal, sendo
considerado significativo o p<0,05. Os resultados foram expressos como média *
desvio padrdao. A andlise foi realizada utilizando o programa estatistico GraphPad
Prism®, versdo 8.4.3 para Windows (GraphPad Software, San Digo, CA, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Consumo alimentar e alteracdo ponderal
A alterag&o ponderal dos animais ao decorrer do periodo experimental (42 dias)
e 0 consumo alimentar € apresentada abaixo (Tabela 5).

Tabela 5- Alteracdo ponderal e consumo alimentar dos animais durante o
experimento.

Grupos experimentais

Variaveis Controle Kefir Yacon YK
Peso inicial(g) 175,6 + 8,8 175,9+9,6 176,9+129 176,3+11,8
Peso final(g) 295 + 7,32 297,6 £ 18,22 2948+ 14,82 293,3+12,72
Ganho de 120,2 £ 14,72 121,7 £15,42 120,1 £10,32 117 £ 22,92
peso(9)
Consumo 533,3+13,92 533,3+17,22 533,3 £172 533,28 + 182
Alimentar(g)
CEA* 22,6 £ 32 22,5+ 2,72 22,4 +1,82 21,9+4,32

*CEA = Coeficiente de Eficiéncia Alimentar, que corresponde a relacdo entre o ganho de peso e o
consumo de dieta;. Médias seguidas pelas mesmas letras na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p>0,05).

A inclusado de yacon, kefir e o simbiético (YK) ndo afetou o ganho de peso dos
animais ao longo do periodo experimental, sendo as médias estatisticamente
homogéneas (p>0,05). De igual modo, a ingestdo total de dieta e o coeficiente de
eficiéncia Alimentar (CEA) dos animais foi semelhante em todos os grupos
experimentais

A homogeneidade nos resultados observados € semelhante ao observados por
outros autores (PEREIRA et al., 2016; VERIDIANO et al., 2020) em estudos com
animais, onde se utiliza yacon como fonte de FOS. Embora os FOS apresente efeitos
benéficos sobre a obesidade, diminuindo a ingestédo alimentar, o ganho de peso e a
adiposidade (ADAM et al., 2014; HIRA et al., 2018). O mesmo nao foi observado neste
estudo.
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5.2 pHintraluminal
Os valores médios de pH obtidos dos animais ao decorrer do experimento

seguem abaixo (Figura 4).
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Figura 4- pH intraluminal observado dos animais.

Valores expressos como média e desvio padrao. Médias seguidas pelas mesmas
letras n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A administragcéo das dietas contendo yacon e kefir levou a diferencas
significativas dos valores de pH intraluminal em relacdo ao grupo controle (p<0,05).
Os grupos yacon e YK apresentaram os menores valores de pH.

A fermentacédo de carboidratos néo digeriveis oriundos da yacon, por bactérias
anaerébicas do célon gera acido latico e acidos graxos de cadeia curta, como
propiénico e butirico, o que acarreta em reducao do pH do lumen, (SAAD, 2006).

A yacon possui acidos fendlicos em sua composicdo, sobretudo os acidos
caféico e clorogénico, os quais possuem propriedades antioxidantes, atuando como
agentes atenuantes de radicais livres deletérios. Os acidos graxos, produtos finais da
fermentacdo da microbiota intestinal, contribuem para o pool de energia disponivel do
hospedeiro, atuam como um sinal para a regulacdo genética da viruléncia em
patégenos entéricos, protegendo contra mudangas patologicas na mucosa do célon
(SAAD, 2006; SUN e O'RIORDAN, 2013). A farinha de yacon foi capaz de reduzir o
pH intraluminal de ratos em trabalhos anteriores (VERIDIANO et al. 2020; GRANCIERI
et al., 2017).
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O kefir apresenta bactérias laticas em sua composi¢cao as quais produzem

acido latico e acidos graxos de cadeia curta (AGCC), como acetato, propionato e

butirato, também provenientes do prebidtico, no intestino grosso, principalmente no
ceco, diminuindo o pH cecal (SAAD, 2006; TREMAROLI et al., 2012).

A reducao do pH no limen do colon, resulta em aumento da biodisponibilidade

do célcio devido a transferéncia desse mineral do intestino delgado para o grosso e

do aumento da solubilidade deste mineral (PEREIRA et al., 2016; SAAD, 2006).

Prebioticos foram capazes de reduzir o pH nos contetdos cecal e colonico e aliados

a probidticos, preveniram a perda de calcio em ratas ovariectomizadas (SCHOLZ-

AHRENS et al., 2016), comprovando o potencial simbidtico positivo na absorcdo

mineral.

5.3 Absorcdao aparente de Calcio e balan¢co mineral
A absorcao aparente de calcio e o balanco mineral foi calculado e seus valores
meédios séo apresentados a segui (Tabela 6).

Tabela 6- Excrecéo fecal (g), Absorcdo aparente (%) e balanco mineral (mg/dia), dos
animais.

Grupos experimentais

Determinacdes Controle Kefir Yacon YK

Excrecéo fecal (g) 4,7+0,952 459+0,992 3,05+0,71° 3,26+1,42°
Absorcéo aparente (%) 95,29 +0,922 95,34 £0,982 96,58 £0,88% 96,48 +1,52
Balanco mineral Ca 37,65 +1,38° 38,31+ 1,0°° 39,74 +0,22 39,29+ 0,74
(mg/dia)

Valores expressos em média + desvio padrdo. Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si
pelo teste Tukey (p> 0.05).

N&o foi observada maior absorcdo mineral aparente em nenhum dos grupos
experimentais (p>0,05).

O balango mineral de calcio, que consiste na diferenga entre o teor de calcio
ingerido e o total excretado, foi menor nos grupos controle e kefir. O que pode ser
justificado em consequéncia da excrecao fecal (g) que foi maior nestes grupos,
refletindo diretamente em maior excrec¢ao de célcio total.

Foi observado ocorréncia de diarreia em animais suplementados com farinha

de yacon (grupo yacon e YK), durante todo o periodo experimental (42 dias), refletindo
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em menor massa fecal seca (g) nesses grupos. Tal ocorréncia é comum em
experimentos onde se usa carboidratos resistentes a digestdo como fonte prebidtica,
devido ao efeito osmoético que geram no trato gastrintestinal, enquanto ndo ocorre a
fermentacdo e ao serem fermentados pela microbiota intestinal fornece mais
substratos na fermentagdo microbiana e, consequentemente, aumenta a emissao de
gases mercaptanos totais, acarretando em sintomas de diarréia (LOBO, 2007; SAAD,
2006).

Os mecanismos prebioticos para melhorar a absor¢cdo de minerais e a saude
0ssea incluem, alteragcbes na composicdo da microbiota intestinal, producdo de
AGCC, modificagdo de biomarcadores, melhora do sistema imunolégico e
modificacdes no pH intestinal (WHISNER et al., 2018).

A maior biodisponibilidade de calcio é atribuido ao efeito osmaético da inulina e
da oligofrutose, o qual resulta na transferéncia de agua para o intestino grosso,
permitindo, assim, que o calcio se torne mais soluvel, resulta também, da hidrélise do
complexo célcio-fitato, por acéo de fitases bacterianas liberadoras de célcio. A melhor
absorcao de calcio é associada a reducao de pH nos contetdos do ileo, ceco e coélon.
Essa reducéo resulta em aumento na concentracdo de minerais ionizados, condicéo
esta que facilita a difusédo passiva, a hipertrofia das paredes do ceco, ocasionando em
aumento da largura, altura e a profundidade de criptas e também no aumento da
concentracdo minerais como o calcio, no ceco. (KAUR e GUPTA, 2002; SAAD, 2006;
SOUZA et al., 2018).

Dieta contendo FOS, foi capaz de aumentar a taxa de absorcdo aparente de
célcio em pacientes pediatricos com doenca celiaca (DRABINSKA et al.,2018). Bryk
e colaboradores (2015) avaliaram o efeito de uma mistura de GOS/FOS na absor¢ao
de calcio, magnésio e fésforo em ratos em crescimento com desnutricdo proteica,
observaram resultados semelhantes nos grupos em que foram administrados dieta

com formulagdo AIN93-G contendo 5,3% da mistura prebiotica.
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5.4 Permeabilidade intestinal
A excrec¢do urinaria dos agucares lactulose e manitol nos grupos experimentais
€ apresentada a seguir (Tabela 7)

Tabela 7- Excrecéo urinaria de lactulose e manitol dos animais na ultima semana do
experimento.

Grupos
Variaveis Controle Kefir Yacon YK

Lactulose (%) 49,64 + 10,382 57,07 + 16,78% 19,16 + 3,91° 48,82 + 8,222
Manitol (%) 35,19+6,322 39,09 + 10,732 19,55+ 5,59b 34,65+ 6,992
Razéo L/M 1,46 + 0,432 1,50 £ 0,362 1,07 £ 0,42 1,45+ 0,32

Valores expressos em média + desvio padrdao. Médias seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p=0,05).

A excrecdo urinéria (%) de lactulose diferiu somente no grupo yacon em relacao
aos demais grupos, apresentando este a menor média (p<0,05). Com relagao a taxa
de excrecédo urinaria (%) do manitol, pode-se comprovar que foi menor também no
grupo yacon (p<0,05). Os demais grupos experimentais apresentaram médias
homogéneas em ambos os parametros (p=0,05). A Razdo entre a excregdo de

lactulose e manitol (L/M) nao diferiu significativamente entre os grupos (p=0,05).

A fermentacdo de carboidratos ndo digeriveis, entre eles FOS e inulina por
bactérias anaerdbicas do cdélon, acarreta em producédo de acidos organicos, reduzindo
o pH do lumen e estimulando a proliferacéo de células epiteliais do colon, promovendo
um aumento na camada de muco, um hidrogel que exibe um complexo seletivo de
permeabilidade, permitindo a passagem de algumas particulas enquanto restringe
outras, por meio de producdo de mucinas (OKOLIE et al., 2017; PARIKH et al., 2019;
SAAD, 2006).

Suplementacdo com dieta contendo 60g/kg de FOS, durante 9 dias foi capaz
de reduzir o pH cecal e a permeabilidade intestinal em ratos (GENDA et al., 2018). De
semelhante modo, o consumo diario de farinha de yacon (7,5%, durante 8 semanas)
também foi capaz de melhorar a permeabilidade intestinal em ratos com cancer de
colon (GRANCIERI et al., 2017).

De maneira oposta ao observado neste estudo, a suplementacéo de kefir foi

capaz de reduzir a permeabilidade intestinal em adultos obesos e também em ratos
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com cancer de colon em relagdo aos grupos suplementados apenas com leite de vaca
(PRAZNIKAR et al., 2020; DOS REIS, et al.,2019).

A farinha de yacon influenciou positivamente a permeabilidade intestinal,
demonstrando ser eficiente em reduzir a excrecdo urinaria dos agucares, lactulose e
manitol, o mesmo nao foi observado com o kefir, tampouco a associa¢do simbidtica
de kefir com yacon (YK), apresentando estes grupos homogeneidade entre eles e em
relacdo ao grupo controle. Deve-se ressaltar, que neste estudo 0s animais eram
saudaveis e nao tiveram a sua integridade intestinal demasiadamente comprometida,
sendo assim, os demais grupos experimentais (kefir e YK) ndo apresentaram nenhum

comportamento seja ele negativo ou positivo em relacéo a permeabilidade intestinal.

5.5 Producéo de Imunoglobulina secretéria A (slgA)
A excrecédo de slgA pela mucosa intestinal avaliada através de kit ELISA esta

expressa abaixo (Figura 5).
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Figura 5- Concentracao de sIgA (ng/mL) dos animais nos grupos experimentais.

Valores expressos como média e desvio padrdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A administracdo das dietas contendo yacon e kefir levou ao aumento de
concentracéo de sIgA em todos 0s grupos experimentais em relagcéo ao grupo controle

(p<0,05), sendo maior no grupo suplementado com kefir (p<0,05).
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O epitélio intestinal representa a primeira barreira fisica contra
enteropatdgenos, a capacidade de microrganismos probiéticos para evitar a invasédo
bacteriana de células epiteliais intestinais (PABST, 2012).

A imunoglobulina secretéria A (slgA), é uma importante imunoglobulina
encontrada na camada de muco em altas concentracdes (LEI et al., 2018). No limen
intestinal, age como uma barreira que limita 0 acesso de antigenos intestinais a
circulacao sanguinea controlando a microbiota intestinal. (PABST, 2012).

A microbiota intestinal esta relacionada ao mecanismo de imunidade humoral
por meio das propriedades de aderéncia e a colonizacdo dos microrganismos
probiéticos favorecendo a imunidade da mucosa. O kefir é investigado quanto aos
seus efeitos imunoldgicos devido a seus peptideos bioativos exopolissacarideos como
o kefiran, que fornecem energia para homeostase imunolégica (CARASI et al.,2014;
SAAD, 2006).

O probidtico também foi capaz de aumentar a slgA nas fezes de ratos que
receberam o Lactobacillus kefiri, isolado de kefir durante 21 dias (CARASI, 2014).

A yacon também aumentou a concentracdo de sIgA em outros estudos que
utilizaram modelo animal murino (DELGADO et al., 2012; VERIDIANO et al., 2020).

5.6 Biomarcadores 6sseos
As concentracfes dos biomarcadores séricos que expressam a remodelacéo e

a formacéo 6ssea sdo expressas a seguir (Tabela 8).

Tabela 8- Concentragdo de biomarcadores 6sseos (ng/mL).

Grupo
Biomarcador (ng/mL) CONTROLE KEFIR YACON YK
Ctx 5,711,128 4,18+0,88° 5,43+1,12 4,08+0,9°
Ntx 116+22,43% 101,9+15,45°> 115,8+21,8% 119,1+15,8?2
Oc 12,88+0,19*  8,15+0,16° 17,17+0,16% 12,94+0,12°

Médias com a mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p < 0.05). Ctx: C-telopeptideo do

colageno tipo I; Ntx: N-telopeptideo do colageno tipo I; Oc: Osteocalcina.

Os niveis de C-telopeptideo do colageno tipo | (Ctx) foi maior no grupo Y sendo
esta meédia igual ao grupo controle, contudo o grupo simbidtico (YK) e o grupo
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probiético (K) apresentaram os menores valores e médias estatisticamente iguais
(p<0,05).

A diminuicdo de N-telopeptideos do colageno tipo-l1 (NTx), um fragmento de
peptideo de reabsorcéo 6ssea, foi significativo no grupo onde foi administrado kefir, o
grupo prebidtico yacon (grupo Y) e o grupo controle exibiram médias homogéneas e
o grupo simbidtico (YK), apresentando maiores médias (p<0,05).

A concentracdo de osteocalcina foi significativamente maior no grupo
alimentado com yacon do que nos demais grupos e o grupo kefir apresentou a menor
média (p<0,05). O grupo simbidtico (YK) ndo diferiu do grupo controle (p>0,05).

O grupo alimentado com o probiotico kefir apresentou os menores niveis de
marcadores osteoclasticos, Ctx e Ntx, sendo eficiente em evitar a reabsorcdo 6ssea,
contudo nao foi capaz de elevar os niveis do marcador osteoblastico, osteocalcina,
diminuindo a perda 6ssea porém ndo promovendo a sua formacdo de maneira
significativa (p>0,05). A yacon sozinha ndo foi capaz de diminuir a circulagcio
sanguinea de fragmentos do biomarcador Ctx, porém em combinacéo simbiotica com
kefir obteve resultado satisfatorio, demonstrando o potencial do kefir em diminuir a
reabsorcdo 6ssea.

O teor de Ctx, um indicador de reabsorcdo 6ssea, € um bom parametro para
avaliar os processos de formacao dssea, pois é formado quando ocorre a degradacao
do colageno tipo | (FORTES et al., 2014).

A osteocalcina esta entre as proteinas mais abundantes no 0sso e é produzida
exclusivamente por osteoblastos, desempenha a funcdo de marcador sérico da
formacao Ossea osteoblastica e atua na matriz 6ssea para regular a mineralizacao,
esse biomarcador tende a reduzir com o avancar da idade (BEREZOVSKA et al.,
2019; ZOCH et al., 2016).

O kefir aumentou os niveis de osteocalcina em pacientes com osteoporose,
elevando o nivel sanguineo desse biomarcador, neste mesmo estudo, o kefir também
foi capaz de reduzir os niveis de B telopeptida terminal C do colageno tipo | (B-CTX),
um outro indicador de reabsorcdo 6ssea, demonstrando assim, o efeito positivo deste
probidtico no turnoover ésseo em pacientes em tratamento (TU et al., 2015).

Frutooligossacarideos (FOS) originados de Agave demonstrou ser eficiente em
evitar a perda 6ssea e melhorou a formacao 6ssea através do aumento dos niveis de

osteocalcina sérica em ratas ovariectomizadas (GARCIA-VIEYRA et al., 2014).
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Porém, em estudo com camundongos machos, suplementados com 5% de FOS, néo
houve diferenca na concentracdo de osteocalcina em relagdo ao grupo controle
(TANABE et al., 2019).

6- CONCLUSAO

Este trabalho avaliou as propriedades prebidticas do yacon e probidticas do
kefir e da acdo simbiotica da combinacao entre eles na saude intestinal e 6ssea em
ratos.

Os resultados do trabalho sugerem que o consumo de yacon e o kefir, de
maneira isolada ou simbioética, sdo eficientes em reduzir o pH intraluminal e a yacon
de maneira isolada foi eficaz em diminuir a permeabilidade intestinal através da
reducado da razéo lactulose/manitol.

Foi relatado que o tecido é6sseo passa por um processo continuo de
remodelacédo, sendo o biomarcador osteoblastico de formacdo Ossea osteocalcina,
efetivo em indicar o processo de formacdo O6ssea, bom como os biomarcadores
osteoclasticos de reabsorcdo 6ssea C-terminal do colageno tipo-lI (CTX) e N-
telopeptideo do colageno tipo-l (NTX), bons indicadores do processo de remodelacéo.
A Yacon administrada de maneira isolada, favoreceu a concentracéo de osteocalcina.
O kefir administrado de maneira isolada, inibiu a atividade dos osteoclastos, por meio
da reducado dos biomarcadores CTx e NTx e reduzir o nivel de expressao de fatores
inflamatérios, por meio do aumento da concentracdo de Imunoglobulina secretéria A
(slgA).

Sendo assim,prebiodtico yacon e o probidtico kefir, isolados, foram eficientes
em melhorar parametros intestinais e 0sseos comprovando a eficiéncia de dieta
preventiva prebidtica e probidtica em doencgas 6sseas. A juncao simbidtica apresentou
resultados promissores, contudo intermediarios.Nao ha trabalhos que investigam o
yacon e o kefir de forma simbidtica na salde OGssea. Este estudo salienta-se dos
demais na literatura em investigar as propriedades funcionais desses dois produtos.
Estudos com animais de diferentes idades, estado de saude e tempos de intervencgao
diferentes sdo necessarios para afirmar os achados deste estudo, bem como estudo
com humanos utilizando yacon, kefir e a jungéo deles como fonte prebidtica, probidtica

e simbibtica respectivamente.
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ANEXO

ANEXO 1 - Certificado: Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado”Efeitos do Consumo Preventivo com frutooligossacarideos derivados do Yacon
on Barreira Intestinal, resposta inflamatoria ¢ estresse oxidativo em modelo animal de cincer de colon™ Protocolo
n".1772016, sob a responsabilidade de Mirele Lomar Viana que envolve a produgiio, manutengiio ¢/ou utilizagio de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica(on
ensinojencontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°6.599, de 15 de
julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho  Nacional de Controle da Experimentagio
Animal(CONCEA),¢ foi aprovado "ad referendum" pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS(CEUA)

DO(A) Centro de Ciéncias da Satde-Maruipe-Vitoria-ES em 05-08-2016.

Vigéncia do Projeto Inicio: Agosto/2016 Término:Agosto/2018
Espécie/Linhagem Ratos Wistar -
NO de Animais ___|Experimento Piloto:0 Protocolo Experimental:40 Total:40
Peso/Idade | Peso: entre 300-450g Idade:Adulto
| Sexo | Macho , ==
| Origem Mamiferos - :
Vitéria (ES), 05 de agosto de 2016.
-
e [
Roger'Lyrib dos Santos
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