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RESUMO

PAULA, Hudsara Aparecida de Almeida Paula, D.Sc. Universidade Federal de
Vicosa, junho de 2013. Efeito prebiotico de produto a base de Yacon
(Smallanthus sonchifolius) na modulacédo de indicadores da salude 0ssea
em ratas wistar. Orientadora: Célia Lucia de Luces Fortes Ferreira.
Coorientadoras: Hércia Stampini Duarte Martino e Tania Toledo de Oliveira.

Os frutooligossacarideos (FOS) e inulina sdo compostos alimentares capazes
de otimizar a absorcédo de calcio. Entre as fontes naturais de frutanos do tipo
inulina, tem despertado cada vez mais a atencdo da comunidade cientifica, o
yacon (Smallanthus sonchifolius) que é uma raiz tuberosa de origem andina
considerada, na atualidade, a maior fonte vegetal principalmente de FOS.
Neste sentido, foi desenvolvido no Departamento de Tecnologia de Alimentos
da Universidade Federal de Vigosa um produto a base de yacon (PBY) (INPI:
014110002964). Este estudo constitui-se no primeiro, até entdo, reportado na
literatura sobre o efeito prebidtico do PBY na modulacédo de biomarcadores da
saude oOssea de ratas adultas intactas, ovariectomizadas e nao
ovariectomizadas. Objetivou-se avaliar o efeito do PBY na modulagdo de
variaveis cecais (peso do ceco, pH, acidos orgéanicos); da absorc¢éo intestinal
de caélcio; da retencdo de minerais nos 0ssos; de marcadores bioquimicos
séricos do metabolismo 6sseo; da densidade mineral éssea e de propriedades
biomecéanicas na cabeca e na didfise do fémur. Por meio de um pré-
experimento foram testadas diferentes doses e definida a de 6% de
FOS/inulina do PBY para ser utilizada. O estudo consistiu de trés fases
distintas. Na primeira fase do estudo (90 dias), em Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC), foi administrado aos animais dieta de crescimento AIN-93G
com e sem PBY; na segunda fase, os animais foram submetidos ao
procedimento cirdrgico para retirada de ovario (ovariectomia - OVX) ou
submetidos a simulacdo de retirada do 6rgdo (celiotomia - SHAM), e na
sequéncia houve suspensao dos tratamentos “Wash out” de quatro semanas
para recuperacdo. Na terceira fase do estudo (60 dias) administrou-se a dieta
AIN-93M com e sem PBY. Os animais foram alocados em 4 grupos (n=16), por
DIC em arranjo fatorial 2% para os dois fatores cirurgia e dieta, em dois niveis:

Cirurgia (com e sem ovario), Dieta (com e sem produto a base de yacon). As
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andlises estatisticas foram realizadas no software SAS®. Considerou-se um
nivel de significancia de 5%. O protocolo do estudo foi previamente aprovado
pelo Comité de Etica para pesquisa com animais da Universidade Federal de
Vicosa, parecer n° 55/2011. Os resultados obtidos na primeira fase do estudo
indicaram efeitos clinicos promissores em relacédo a maior producéo de acetato
e lactato; a menor excrecdo de calcio fecal; e maior absor¢do aparente
fracional, maior absorcdo aparente percentual, maior balanco mineral e maior
percentual de retencdo de calcio. Estes resultados presumem impacto positivo,
a longo prazo, no metabolismo 6sseo. Ressalta-se que as ratas na fase 1 do
experimento encontravam-se ‘“intactas” sem serem expostas a nenhum
procedimento invasivo, o que justifica as pequenas variacBes biologicas
observadas nas variaveis mensuradas, em contraste com o que foi verificado
na fase 2 do estudo. Na segunda fase observou-se maiores concentracdes de
acetato e lactato no grupo que recebeu a dieta PBY tanto nas ratas
ovariectomizadas (sem ovario) quando nas ratas celiotomizadas-SHAM (com
ovario) (P<0,05). De forma coerente foi observado maior percentual de
retencdo mineral e balanco mineral de céalcio no grupo OVX que recebeu o PBY
comparado ao grupo OVX que ndo o recebeu na dieta. Os niveis séricos do
marcador de reabsorcao 6ssea (Telopeptideo Aminoterminal do colageno tipo |
- NTx) foram menores nos animais que receberam o PBY na dieta (P<0,05) e
0S niveis séricos do marcador de formacdo Ossea (Fosfatase alcalina) foram
maiores nos animais do grupo PBY (P<005), expressivamente nos animais
OVX. As propriedades biomecéanicas (nas ratas OVX e SHAM) tanto da cabeca
do fémur quanto da diéfise femoral apresentaram valores percentuais maiores
no grupo PBY, o que pressupde efeito favoravel na resisténcia 6ssea. O PBY
apresentou um efeito mais pronunciado em situagbes na qual os animais
encontravam-se em um processo regenerativo decorrente da queda de
estrogénio, o que por si s6 é um resultado interessante e inovador, deixando
boas expectativas quanto a problemética investigada. Conclui-se que o PBY
modulou favoravelmente o metabolismo 6sseo em ratas ovariectomizadas e
pode ser considerado uma alternativa promissora para atenuar os efeitos

deletérios no metabolismo 6sseo advindos da osteopenia em modelo animal.
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ABSTRACT

PAULA, Hudsara Aparecida de Almeida Paula, D.Sc. Universidade Federal de
Vigosa, June, 2013. Prebiotic effect of Yacon-based product (Smallanthus
sonchifolius) in modulation of bone health indicators in Wistar rats.
Adviser: Célia Lucia de Luces Fortes Ferreira. Co-advisers: Hércia Stampini
Duarte Martino and Tania Toledo de Oliveira.

Fructooligosaccharides (FOS) and inulin are food compounds able to optimize
calcium absorption. Among natural sources of fructans of inulin type, one has
attracted increasing attention from the scientific community, the yacon
(Smallanthus sonchifolius) which is a tuberous root of Andean origin
considered, nowadays, the major vegetable source, mainly FOS. Regarding
this, a yacon-based product (YBP) (INPI: 014 110 002 964) was developed in
the Department of Food Technology at Federal University of Vigosa. This study
constitutes the first, so far, reported in literature about prebiotic effect of PBY in
modulation of biomarkers of bone health in intact adult rats, ovariectomized and
non-ovariectomized. This study aimed to evaluate the effect of PBY in
modulation of cecal variables (cecal weight, pH, organic acids); intestinal
absorption of calcium, mineral retention in bones, serum biochemical markers of
bone metabolism, bone mineral density and biomechanical properties in head
and shaft of the femur. Through a pre-experiment different doses were tested
and 6% FOS / inulin dose of YBP was set to be used. The study consisted of
three distinct phases. In the first phase (90 days) by Completely Randomized
Design (CRD) the growth diet AIN-93G was administered to the animals with
and without YPB; in the second phase, the animals undergone surgery for
removal of ovaries (ovariectomy - OVX) or undergone to simulated organ
removal (celiotomy - SHAM), following suspention of "Wash out" treatments
over four weeks for recovering. In the third phase of the study (60 days) the diet
AIN-93M was administered with and without YPB. The animals were divided
into 4 groups (n = 16), by CRD in 27 factorial design for the two factors surgery
and diet, in two levels: Surgery (with and without ovarian), diet (with and without
yacon-based product) . Statistical analyzes were performed by SAS®. A
significance level of 5% was considered. The study protocol was previously
approved by the Ethics Committee for Animal Research of Federal University of
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Vigosa, opinion n°. 55/2011.The results obtained in the first phase of the study
indicated promising clinical effects in relation to the higher production of acetate
and lactate; the lower fecal calcium excretion, and higher fractional apparent
absorption, higher percentage apparent absorption, higher mineral balance and
higher percentage of calcium retention. These results assume positive impact,
in long-term, in the bone metabolism. It is noteworthy that rats in phase 1 were
“intact" no being exposed to any invasive procedure, which explains the slight
biological variations observed in the variables measured, in contrast to the
observed in phase 2. In the second phase, higher concentrations of acetate and
lactate were observed in the group that received YPB diet in both
ovariectomized rats (without ovary) and celiotomized-SHAM rats (with ovary) (P
<0.05). In a consistent manner, a higher percentage of mineral retention and
mineral balance of calcium was observed in the OVX group receiving YPB,
compared to the OVX group that did not receive the diet. Serum marker of bone
resorption (amino-terminal telopeptide of type | collagen - NTx) were lower in
animals receiving YPB in the diet (P <0.05) and serum marker of bone
formation (alkaline phosphatase) were higher in animals of YPB group (P
<005), significantly in OVX animals. Biomechanical properties (in OVX rats and
SHAM) both head and shaft of the femur showed higher percentage values in
YPB group, presupposing favorable effect on bone strength. YPB presented a
more pronounced effect when the animals were in a regenerative process due
to the decline of estrogen, which is an interesting and innovative result, allowing
good expectations about the investigated issue. It is concluded that YPB
favorably modulated bone metabolism in ovariectomized rats and can be
considered a promising alternative to attenuate the deleterious effects on bone

metabolism arising from osteopenia in animal models.
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1. INTRODUCAO

Os alimentos funcionais foram introduzidos no mercado mundial no final
da década de 1980 (Arai, 2002) tendo como uma de suas caracteristicas a
potencialidade de reduzir o risco de doencas cronicas (FAO, 2007), entre elas a
osteopenia e osteoporose.

Diante do processo continuo de envelhecimento da populacdo mundial,
a osteoporose € uma doenca de elevada prevaléncia na terceira idade,
notavelmente entre as mulheres, com repercussdes expressivas em relagdo a
morbidade e mortalidade, sendo assim considerado um problema de saude
publica. No Brasil esta prevaléncia é de aproximadamente 33% (Pinheiro et al.,
2010).

O yacon (Smallanthus sonchifolius) é uma raiz tuberosa de origem
andina, fonte de compostos bioativos como inulina e frutooligossacarideos
(FOS), os quais apresentam efeitos promissores potenciais no metabolismo
0sseo.

Esta raiz representa uma alternativa promissora quando comparado a
fontes tradicionais de FOS, como a chicéria (Cichorium endivia) e alcachofra
(Helianthus tuberosus), pois é a fonte vegetal natural com maior contetudo
deste composto bioativo. Os produtos comerciais atualmente utilizados como
prebibticos para tornar os alimentos funcionais sao geralmente purificados e
isolados das fontes tradicionais mencionadas, sendo os mesmos dispendiosos.
O fato da raiz de yacon carrear uma guantidade expressiva de FOS e poder ser
consumida in natura facilita a sua popularizagdo como alimento funcional
direcionado para diminuir os riscos de varios tipos de complicacdes clinicas,
incluindo aquelas relacionadas a saude éssea.

Porém, a vida de prateleira da planta € limitada devido ao elevado
conteudo de agua sendo que in natura ndo € possivel encontra-lo durante todo
0 ano. Assim, nesse estudo foi desenvolvido um produto a base de yacon -
PBY (numero de registro de patente no Instituto Nacional de Propriedade
Industrial - INPI: 014110002964). O PBY é mais estavel quimicamente e de
armazenamento prolongado, sem alteracbes significativas no perfil de
carboidratos, favorecendo assim acesso continuo a esta fonte de prebidticos.

Nesta linha, este estudo tem perfil inovador voltado a andlise da
intervencao dietética com PBY, em ratas ovariectomizadas (modelo artificial de

menopausa) e intactas e o efeito em diferentes indicadores da saude éssea.
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O conhecimento dos efeitos e mecanismos de acdo do yacon sob a
forma de PBY, na salde éssea, permitira o seu direcionamento para 0 uso
como alimento funcional com efeito benéfico no metabolismo 6sseo, o que

podera justificar o maior incentivo a incorporacdo do PBY aos habitos
alimentares.
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ABSTRACT

Functional foods are the focus of many studies worldwide. This is justified by
the effects they have on public health and thus interest in elucidation of the
mechanisms involved in their actions. The present review aims to broaden the
discussions of the functional properties attributed to yacon (Smallanthus
sonchifolius), considered a food with multiple functions since it possesses
bioactive compounds (antimicrobial, antioxidant and probiotic substances) that
exert beneficial effects on the body. Although some studies have already
demonstrated several of these functions, clinical evidence is scarce, making it
necessary that more studies are conducted in this area. Still, since the
availability of this food in the market is relatively new, its popularity depends on
publications aimed at consumer education and development of new products by

the food industry.
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Introduction

The beneficial effects of many foods are primarily known as a result of
observing the eating habits of the oriental population, who present reduced
incidences of several non-communicable chronic diseases (breast cancer,
osteoporosis, cardiovascular diseases). However, recent scientific interest is in
elucidating the food components responsible for such actions and mechanisms
by which they act [1, 2]. The term "functional food" was introduced in Japan in
the mid-80’s with use of FOSHU, an acronym for Food for Specific Health Use
[3]. This terminology refers to all foods similar in appearance to conventional
foods, which contain biologically active components and when consumed as
part of a regular diet, can produce physiological benefits with the potential to
reduce the risk of chronic diseases in addition to their basic nutritional functions
[4].

The search for this type of food has attracted attention not only from the
scientific community but also from the public, who desire to maintain healthy
nutritional status and reduce the risk or delay the onset of diseases. Given the
growing interest for this type of product, a scenario of increased demand and
consequent development of new products by the food industrial has been
created.

Yacon (Smallanthus sonchifolius), considered a functional food, has
been grown for centuries by pre-Hispanic people for their subsistence. Its use
has been overlooked until the mid 80’s, when peculiarities were found in its
chemical composition that could be beneficial to human health. Since then,
findings and disclosure of its properties have stimulated its marketing [5].
Considering this emerging interest, past and present data obtained on this root
should be published and made available to the public. Therefore, the objective
of the present review is to broaden discussions on functional properties
attributed to yacon, and for this purpose the major scientific studies published

so far will be used to validate the benefits that yacon has on health.

General information on Yacon

Origin and production
Yacon belongs to the family Asteraceae and is native to South America,
specifically the Andean valleys of Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia and
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northwestern Argentina. Traditionally it is grown at altitudes from 2,000 to 3,100
m. Maturity is reached between 6 and 12 months after planting when flowering
begins and plant height can reach 1.0 to 2.5 m [6].

Cultivation of yacon occurs in different countries for food and medicinal
uses [7-10]. This migratory route began in the 1960s, when it was transported
from Ecuador to New Zealand. In 1985, it was taken from New Zealand to
Japan where the first studies were performed to determine its chemical
composition and beneficial effects on health. From Japan yacon arrived in Brazil
(1989) [9, 11], brought by Japanese immigrants. Currently, it is also cultivated in
Central Europe, particularly in the Czech Republic [12].

Physico-chemical and sensory characteristics and implications of conservation
techniques

The word yacon is derived from the Quechua Indian language, meaning
Yakku “tasteless” and Unu “water”, but each country may present its own
derivations. In Brazil it is known as the yacon potato or diet potato, in Peru and
Ecuador is named aricoma or jicama, and in the United States is called yacon
strawberry [8].

Table 1 shows the chemical composition of yacon in natura according to
data compiled from different studies. It is observed that the root presents low
concentrations of micronutrients such as calcium, phosphorus and iron, and
considerable amounts of potassium and vitamin C. Among macronutrients,
carbohydrates stand out given their high concentration, but it is noteworthy that
the total fiber may represent about 30% of these carbohydrates. When
considering total fiber, it is observed that the oligosaccharide content (which
corresponds to a portion of soluble fiber) may reach 46%. Thus, its composition
is primarily composed of water and carbohydrates which are principally stored
in the form of fructooligosaccharides (FOS) and other free sugars.

Variations observed in contents of the root depend on different factors
such as cultivar, planting altitude, post-harvest storage conditions, and
especially the methodology used for quantification of these substances.



Table 1. Chemical composition of yacon in natura (g/100gq)

Component Grau and Manrinque et Hermann et Lachman et Santana Vasconcelos
Rea [13] al. [14] al. [15] al. [16] and et al. [18]
Cardoso
[17]
Carbohydrates nd nd 9-13 13.8 nd 5.51
Oligosaccharides nd nd nd nd nd 1.89
Proteins 0.4-2.0 0.1-05 2.7-4.9 1.0 nd 0.13
Lipids 0.1-0.3 nd 0.112-0.464 0.1 nd 0.01
Moisture 70-93 85-90 nd 81.3 nd 91.10
Total fiber 0.3-1.7 nd 3.1-4.1 0.9 nd 2.95
Ash 0.3-2.0 nd 4.3-6.0 1.1 nd nd
Potassium nd 0.185-0.295 0.180-0.290 0.334 nd nd
Calcium 0.023 0.006-0.013 0.056-0.131 0.012 nd nd
Phosphorus 0.021 nd 0.182-0.309 0.034 nd nd
Iron 0.0003 nd nd 0.0002 nd nd
Retinol 0.010 nd nd nd nd nd
Carotene 0.00008 nd nd 0.00013 nd nd
Thiamin 0.00001 nd nd 0.00007 nd nd
Riboflavin 0.0001 nd nd 0.00031 nd nd
Niacin 0.00033 nd nd nd nd nd
Ascorbic acid 0.013 nd nd 0.005 nd nd
Tryptophan nd nd nd nd 0.00146 nd

nd= not determined.

Despite scientific references citing that inulin is the main carbohydrate in

the root, it is important to note that in yacon FOS is predominant. The difference
between FOS and inulin resides in the number of fructose molecules that make
up the polysaccharide chains. In inulin this number varies from 20 to 60, while in
FOS, whose chains are shorter, there are between 2 and 10 fructose molecules
(Figure 1). This means that the FOS can be considered a subgroup of inulin,
which is why some authors prefer the term inulin-type fructooligosaccharides to
refer more precisely to the nature of these sugars [6, 9, 19]. Inulin and FOS are
also denominated inulin-type fructans, a generic term used to describe oligo or
polysaccharide prebiotics in which the glycosidic bond fructose-fructose (2-1)
predominates [20, 21] (Figura 1). Considering the chemical structure of these
soluble fibers, during the human digestive process the hydrolytic enzymes are
not able to cleave the (2-1) bonds.



Figure 1. Representation of the structure of inulin-type fructans (n may
vary from 2 to 10 or 2 to 60).

The FOS present in the root are non-reducing sugars and present the
advantage of not being susceptible to the Maillard reaction. Regarding stability,
these compounds are stable at pH greater than 3 and at temperatures up to 140
°C. Thus, FOS are not degraded in most thermal processes used in the food
industry [17], an important factor in the development of new products.

The shelf life of yacon is limited due to its high water content [22].
Additionally, yacon has been reported as a good source of the phenol oxidase
enzyme, which catalyzes the oxidation of phenolic compounds. Upon peeling
the root suffers rapid browning when its tissue is exposed to air. This is because
during removal of the outermost plant tissues the cell membranes are disrupted
and the polyphenols and tannins found inside the outer skin are available to mix
with other components, mainly cytoplasmic enzymes, which can cause the
process known as enzymatic oxidation. This oxidation occurs in the presence of
free oxygen, which causes the freshly cut surface of the yacon root to brown
quickly, making it and its products visually unattractive. Control of this browning
is usually limited to enzyme inhibition, which occurs via condensation of
polyphenols with amino compounds and polymerization of polyphenols.
Methods proposed for the prevention of oxidation are: dehydration, low
temperature storage, use of antioxidants and removal of oxygen from the
medium [17, 23, 24]. These processes are simple alternatives that ensure
chemical stability without significant changes to the carbohydrates profile [22].
Other factors that influence the composition of yacon roots are the cultivar,
seasons of planting and harvesting, as well as time and temperature of storage
[6, 9, 25].



Despite its Andean origin, yacon is a species highly adaptable to different
climates (develops in regions with temperatures ranging from 0 °C to 24 °C),
altitudes (800 to 2,800 m above sea level) and soil types [6, 17]. However, at
lower altitudes, maturity is early. This stage is then followed by a period in which
oligofructan content in the rhizophores and tuberous roots increases [17].

In the Andean region, yacon can be harvested throughout the year in well
watered and frost free soils. On the other hand, there are areas with only one
growing season where planting is performed at the beginning of the rainy
season [6].

Regarding the time and temperature of storage, upon harvest of the root
they become independent units and therefore chemical and biochemical
transformations play an important role in energy production for the respiration
and transpiration processes [17]. The energy required to meet metabolic
demands of the root are provided by depolymerization of the stored inulin-type
fructans chains. Thus, after harvest there is rapid alteration in the chemical
composition of carbohydrates in which polymerized sugars tend to
depolymerize as the post-harvest time increases, i.e., fructans are hydrolyzed to
di-and monosaccharides by action of the enzyme fructan hydrolase (FH), which
converts fructans into sucrose, fructose and glucose. The enzyme invertase can
then act on this substrate (sucrose molecules), to produce free fructose and
glucose [26].

After a week of storage at room temperature (25 °C), about 30% to 40%
of FOS are converted into simple sugars [27]. However, according to Manrique
et al. [6], the speed of this conversion is slower if yacon is stored under
refrigeration (approximately 4 to 10 °C), and this condition also aids to reduce
the rates of roots decay and deterioration during storage. Due to
depolymerization of accumulated fructans after harvest it is very important to
establish a post-harvest management routine that seeks to minimize changes in
the content and distribution of carbohydrates in order to prolong shelf life. It
appears that greatest content of oligofrutanos is guaranteed when the roots are
immediately processed after harvest or refrigerated [6]. These measures allow

for greater conservation and stabilization of oligofrutanos.



Popular use

The yacon root has a sweet flavor and crunchy texture, similar to a
combination of apple and watermelon [28], and can be eaten raw, boiled (in the
form of soup), roasted, dehydrated, in beverages [8,29] or processed [22] in the
form of jam [30], syrup [6], vinegar [31], flour [11, 32], chips (dried yacon cut into
slices) and juice [17]. In Japan, the tuberous roots are transformed into bakery
products, fermented beverages, freeze-dried powder or pulp, pickles and other
products [17].

In the region of Cajamarca, Peru, yacon is used as an antirachitic food.
Andean folk medicine claims that the roots act as a remedy for liver and kidney
diseases. In Bolivia, the root is consumed by people with diabetes and digestion
problems. Andean farmers also it consider it a skin rejuvenator, and according
to one popular version, the residents of Cajamarca eat yacon before bedtime to
slow aging. The aerial portion of the plant is used for preparation of medicinal
teas, where studies have shown that tea made from the leaves presents
hypoglycemic and hypocholesterolemic activities [8, 33].

The subterranean organs of yacon which contain 60 to 70% fructans in
the form of inulin-type FOS can be used in the manufacture of dietary products
and baby food, the production of fructose syrup, a sugar of great interest to the
food industry [8], and also used in veterinary medicine to effectively counter
digestive disorders in cattle [9].

It is interesting that literature does not report potential toxic effects of
yacon [22, 34, 35], where it is assigned to historically safe use in South America
and other regions [36] with the exception of the work of Yun et al. [25], who
reported the first case of anaphylaxis after ingestion of yacon roots by a 55 year
old Korean woman. This woman was treated in the hospital for developing
generalized urticaria, pruritus, and coma within 5 minutes of ingesting yacon
roots. Skin tests were carried out with juice extracted from the yacon root and
results presented 3.5 x 4.0/positive reaction to histamine, negative reaction to
saline and 4.5 x 7.0/positive reaction to yacon juice. There were also reports of
tingling, pain and numbness in the oral cavity and around the lips about 5
minutes after ingestion of 2 g of the yacon root. Oral susceptibility testing was

interrupted because the patient complained of chest tightness and dizziness.



Functional properties of yacon

Bioactive compounds

All food substances (nutrients or not) present in unmodified food or
added to a carrier food are considered bioactive compounds [4]. Thus,
functional foods can be classified according to the bioactive compounds present
[37]. Yacon is a multi-functional food because it contains several bioactive
compounds, including: phytoalexins which have antimicrobial activity [38],
phenolic compounds that exert antioxidant activity, such as chlorogenic acids
[9, 22], and high contents of fructans (inulin and FOS) that have prebiotic
properties [34, 35, 39, 40].

Antimicrobial substances

Evidence of the antimicrobial properties of yacon is revealed by the
peculiarities of its cultivation: planting of yacon requires practically no
pesticides, which suggests that this plant naturally contains antimicrobial
substances and insecticides [41]. Different antimicrobial compounds have been
identified in the leaves of yacon. Inoue et al. [38] isolated four antifungal agents
from extracts of yacon leaves: sonchifolin, polymatin B, and uvedalin enhydrin.
These authors found that sonchifolin presented high fungicidal activity against
Pyricularia oryzae, a fungus which causes disease in rice paddies. Lin et al. [41]
isolated six antibacterial compounds from yacon leaves, and among the six
sesquiterpene lactones, one presented potent antimicrobial activity against
Bacillus subtilis and Pyricularia oryzae.

Antioxidant substances

When compared with other tuberous roots, yacon contains a high
concentration of polyphenols, about 200 mg/100 g of moist weight [6]. This
value is significant because few drinks considered rich in phenolic compounds
have similar amounts: coffee (200-500 mg/cup), tea (150-200 mg/cup) and red
wine (200-800 mg/cup) [17].

Polyphenols, such as chlorogenic acid (CieH1509), are chemical
compounds with antioxidant properties since they prevent the oxidation of
biomolecules by reacting with unstable atoms or molecular structures, such as

free radicals [6, 42]. Free radicals come into contact with the body in different

10



ways, for example, inhalation of tobacco smoke and air pollution, ingestion of
toxic substances (pesticides) or may be produced in the body by means of
ionizing radiation and even by the cellular metabolism. The cell metabolism is a
constant source of free radicals, since about 5% of oxygen, which acts as a final
electron acceptor in the mitochondria, is not neutralized with the formation of
water. Thus, the highly unstable species derived from oxygen (O;", HO,, HO")
act as free radicals. These compounds damage cell membranes by oxidizing
lipids and proteins, and as a consequence destroy them and may cause
changes in DNA, leading to many health problems, including increased risk of
cancer [43]. Free radicals are also associated with cardiovascular diseases
because they cause the oxidation of low-density lipoprotein cholesterol particles
(LDL-c). When these enter the subendothelial layer by not being degraded, they
generate an inflammatory process that amplifies the production of free radicals
and as a final result lead to thickening and hardening of the arteries, reducing
the arteriolar lumen [6].

Despite the high concentration of polyphenols in the root, much higher
guantities are found in the leaves and stem of yacon [6]. Hondo et al. [44]
reported that yacon juice contains 850 ppm of phenolic compounds. The most
abundant polyphenols in yacon are chlorogenic acid and phenols derived from
caffeic acid [6]. Of the five principal phenolic compounds in yacon, three are
esters of caffeic acid and two are metabolites of chlorogenic acid (3-
caffeoylquinic acid and 3,5-dicaffeoylquinic acid), phenolic compounds common
in plants of the family Asteraceae [45].

Terada et al. [46] showed that yacon roots present strong antioxidant
activity and suggested potential benefits of dietary supplementation to reduce
the risk of type 2 diabetes mellitus. In this study tricaffeoylaltraric acid was
identified as the compound responsible for the most potent antioxidant activity

observed.

Probiotic Substances

Different types of fructans are encountered in nature, but from a
nutritional standpoint and for use in the food industry FOS and inulin as the
most important [6, 9]. While other roots store energy in the form of starch, yacon

mainly stores energy in the form of inulin-type fructans [25].
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As previously mentioned, the human being does not have enzymes
capable of cleaving B(2-1) bonds during digestion, thus after consumption inulin
and FOS are selectively fermented in the colon by a group of desirable bacteria,
most notably those of the genus Bifidobacterium. Bifid bacteria improve
gastrointestinal operation [47], generating organic acids such as lactate and the
short chain fatty acids (SCFA) acetate, propionate and butyrate. Resulting from
the synthesis of organic acids, the metabolism of the inulin-type fructans
indirectly generates 1.5 to 2.0 kcal.g™ for the host [34, 48, 49].

Favorable effects associated with the fermentation of inulin and FOS in
the colon include increased absorption of certain minerals such as calcium and
magnesium due to decreased pH and consequent solubilization of complex
salts [6, 39, 50, 51). These minerals are essential components of
hydroxyapatite crystals [Caio(PO4)s(OH),] present in the bone structure [52],
contribute to reduction of cholesterol levels [6, 9] and inhibit the production of
toxins and carcinogens in the colon [6].

FOS and inulin may even modulate the physiology of the intestine
similarly to dietary fiber by increasing bowel movements, reducing intestinal
transit time and promoting water retention in stools (similar to the osmotic action
of laxatives). Together these effects can control and reduce the risk of
constipation [6, 53].

Serving as a fermentative substrate for bifidobacteria, one of the major
groups of probiotic bacteria [47], FOS and insulin beneficially modulate the
intestinal microbiota [4]. Thus, yacon may be considered prebiotic. Through
fermentation and consequent growth promotion of microorganisms beneficial to
intestinal health, prebiotics are able to change the composition and functionality
of the microbial population. They assume this role not only to facilitate the
exclusion of potential pathogens by competition, but also to modulate the
immune system, increasing defenses of the host [51, 54, 55].

Probiotics are considered live microorganisms which when present in
adequate amounts provide health benefits to the host [56]. Consumption of
yacon is a way to stimulate the growth of these microorganisms in the colon. An
in vitro study evaluating the fermentative capacity of three probiotic strains (two
lactobacilli and one bifidobacterium) on FOS from yacon roots and commercial
FOS revealed that all were able to ferment FOS from the yacon root [47]. These

bacteria produce the intracellular enzyme fructosilfuranosidase necessary for
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hydrolysis of (2-1) bonds in fructans [20]. An example of the influence of FOS
on intestinal microbiota is found in the clinical study conducted by Guigoz et al.
[57]. The authors found an increase in bifidobacteria counts in the feces of
elderly individuals who received 8 g of FOS in the diet/day, consumed for 3
weeks. The bifidobacteria count increased on average 2.8 + 0.57 log;o CFU/g
feces after 3 weeks of supplementation and decreased on average 1.1 logio
CFU/qg of feces after a period without FOS, confirming the bifidogenic effect of
FOS in this population group.

Increase in the number of bifidobacteria leads to greater competition with
pathogenic bacteria for binding sites in the intestinal epithelium and competition
for nutrients, inhibiting survival of harmful strains. Probiotic species are also
capable of producing metabolites such as acids and bacteriocins which act as
pathogen antagonists [58]. An example of this is Lactobacillus and
Bifidobacterium spp., originating from the human intestinal microbiota and
producing antimicrobial substances that are active in vitro and in vivo against
enterovirulent microorganisms involved in disorders such as diarrhea [59].
Studies such as this reinforce the principle that probiotic bacteria can be used in
therapeutic strategies for the control of human diseases [60].

In addition, De Simone et al. [61] suggested that microbial substances,
such as cell wall components and cytoplasmic antigens may cross the intestinal
epithelium through M cells, resulting in the presentation of antigens to
lymphocytes in the Peyer's patches and therefore activation of the immune
response. Specific T lymphocytes expand, mature and together with other
components of the immune system amplify the synthesis of cytokines which
contribute to defend the host and protect the intestinal surface [62, 63].

Besides the action of T lymphocytes there is also the production of
antibodies, specifically secretory immunoglobulin A (IgA) by differentiated B
lymphocytes. Antibodies are transported across the epithelial layer toward the
intestinal lumen. In the intestinal lumen, these antibodies react with specific
antigens to prevent physical interaction of harmful agents (such as bacteria)
with the intestine surface. This process is called immune exclusion and
prevents the activation of inflammatory reactions that may damage the integrity
of the mucosal surface. Therefore, probiotics are involved in local defenses,
since they prevent colonization of the intestine by pathogens [63, 64] and can

serve to constantly stimulate the production of IgA. Lomax and Calder [65]
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compiled information from 21 studies with laboratory animals to suggest that
aspects related to innate and adaptive immunity of the intestine, as well as
systemic immunity, are affected by inulin-type fructans. This category of
prebiotics is able to improve the ability of the host to successfully respond to
intestinal infections and modify certain inflammatory conditions.

In summary, the different functional effects attributed to the consumption
of yacon are (Figure 2): laxative [34, 35, 53), hypoglycemic [35, 66], increased
mineral absorption, maintained bone health [39, 67], reduced weight [35],
reduced cholesterol [6] and triglyceride levels [22], antioxidant [12, 68],
antimicrobial [38, 41, 45, 46) and prebiotic [47].
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Figure 2. Representation of the functional role of yacon (Smallanthus sonchifolius).
SCFA: Short Chain Fatty Acids.
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Functional effects of yacon

There are few studies in literature that assess the functional effects of
yacon; however, those that are available provide information on the use of this
promising food. The principal studies that address the functional properties of

yacon are presented as follows.

Studies in animal models

A study with healthy and diabetic Sprague—Dawley rats showed that
consumption of tea made from yacon leaves can help lower blood sugar, and
also have positive effects on renal parameters. Yacon tea (2%) administered ad
libitum in the place of water for 30 days to diabetic rats increased the
concentration of circulating insulin [66]. However, the authors warn that the
nature of the chemical component (s) responsible for these effects is not yet
know nor are the compound (s) found in yacon roots. It should be noted that this
effect is probably not due to the FOS, since its concentration in the yacon
leaves is very low [6].

Valentova et al. [12] verified in Wistar rats the effects of tea made from
yacon leaves on the viability of hepatocytes, oxidative damage, glucose
metabolism, as well as its effect on the expression of cytochrome P450. The
authors also confirmed the antioxidant, cytoprotective (given the increased
activity of cellular detoxification via P450) and anti-hyperglycemic properties.

Another study that reinforces the hypoglycemic action of yacon is that of
Baroni et al. [69] in which the effect of consuming yacon leaf extract was
investigated on blood glucose levels in diabetic and healthy rats. After 14 days
of treatment a decrease in plasma glucose was observed in diabetic and
nondiabetic animals that consumed the extract. Genta et al. [22] analyzed the
influence of yacon root flour consumption as a dietary supplement (340 mg and
6800 mg FOS/kg body weight/day) on biochemical parameters. The study was
conducted with Wistar rats, to which the two doses evaluated were offered
during 4 months. There was a reduction in serum triglycerides while no
gastrointestinal symptoms such as diarrhea or constipation were observed; and
analysis of the gastrointestinal tract showed that yacon supplementation
resulted in significant enlargement of the cecum, where there is high

fermentative activity of bifidobacteria.
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Lobo et al. [39] evaluated the balance of calcium and magnesium,
density, bone strength, and caecum mucosal morphometry of growing Wistar
rats fed diets supplemented with yacon flour (5 or 7.5% FOS). The consumption
of yacon resulted in a positive alteration of cecal histology, balance of the

minerals analyzed and had a positive influence on bone parameters.

Clinical studies in Human Beings

Few studies have evaluated the influence of yacon ingestion in human
health; however the encountered results, although modest, are promising
regarding the incorporation of this food to consumption habits. An example of
this is the work conducted by Geyer et al. [34] who revealed a reduction of
intestinal transit time (59.7 + 4.3 h to 38.4 £ 4.2 h), increased frequency of
bowel movement (1.1 £ 0.1 times/day for 1.3 =+ 0.2 times/day) and regarding
stool consistency, there was a trend towards softer stools. These results were
obtained after administration of 20 g yacon syrup/day (equivalent to 6.4 g FOS)
for two weeks. Although none of these parameters reached statistical
significance, they do indicate the clinical importance of these results.

Valentova et al. [33] evaluated the effect of yacon on lipid and glucose
concentrations in the blood of 101 individuals. In the group that received yacon
a positive effect was observed on triglyceride (mean reduction of 0.32 mmol/L)
and glucose levels in the blood (mean reduction of 0.43 mmol/L), showing no
adverse effects.

Genta et al. [35] investigated the tolerance and health benefits resulting
from the use of yacon syrup in overweight or obese and mildly dyslipidemic
women. Women were divided randomly into three groups: 1 - received yacon
syrup containing 0.29 g FOS/kg body weight/day, 2 - received 0.14 g FOS/kg
body weight/day and 3 - received placebo syrup. The Body Mass Index (BMI)
was significantly reduced in the treated group, where this effect was not
observed in the control group. Supplementation increased the frequency of
defecation during the trial period by about 3.5 times compared to the placebo
group. The most prominent effect observed was that after 120 days of
treatment, where levels of fasting insulin and the HOMA-IR index (Homeostasis
Model Assessment), an indicator for estimation of insulin resistance,
significantly decreased compared to values prior to treatment, and no change
was observed in the placebo group. It was noted also that after the intervention

16



period the groups receiving the yacon syrup presented a tendency for increase
calcium concentration in the blood in relation to the initial concentration: 2.59 +
0.01 vs. 2.21 + 0.02 mmol/L, p <0.05.

In addition to the beneficial properties mentioned, yacon appears to be a
promising alternative to traditional FOS sources, such as chicory (Cichorium
endivia) and artichoke (Helianthus tuberosus) [47]. Yacon is considered the
highest plant source of FOS [22, 35] it represents the greatest production of
FOS in tons per hectare, compared to Jerusalem artichoke and chicory, and
also possesses the greatest fructan content on a fresh basis when compared

with traditional sources (Table 2).

Table 2. Production and composition of FOS in different plant species

Plant T (FOS)/ha | FOS (% of fresh weight)
Artichoke 4.5 10 -15
Chicory 0.9 5-10
Yacon 5.7 3-19

T: ton; ha: hectare
Source: Van Loo et al.1995 cited by Hauly and Moscatto [70];
Manrique et al. [6]; Oliveira and Nishimoto [71].

Another favorable aspect of this plant is its high productivity. Yield is
strongly affected by the planting location and the cultivar. Good management,
fertilizer application and use of high quality seeds may lead to increased
production [6]. It should also be mentioned that the plant permits for erosion
control and has potential use as forage (both the subterranean and aerial
portions) [13, 17].

Conclusions

Yacon is a food that has become increasingly more well-known among
the population due to disclosure of its therapeutic properties, which appears to
involve: laxative effects, hypoglycemic effects, increased mineral absorption
and bone health maintenance, weight reduction, reduction of total cholesterol,
as well as antioxidant, antimicrobial and prebiotic effects. However further
studies are needed on this food to better elucidate its effects, since much of the

data reported so far originates from studies in animal models and few studies
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involve humans. New knowledge obtained in the clinical field will allow for better
scaling of the impact of yacon consumption on human health, since
understanding of the effects and action mechanisms involved will allow for its

appropriate use as a food with multiple functions.
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2.2. Yacon (Smallanthus sonchifolius): fonte de frutanos prebidticos com

perspectivas promissoras na salde 6ssea pds-menopausa

2.2.1. Resumo

A contribuicdo dos alimentos funcionais como o yacon (Smallanthus
sonchifolius) na homeostase 6ssea é um tema que nao pode ser negligenciado,
principalmente ao considerar as evidéncias cientificas que se descortinam.
Tem sido proposto que os frutanos tipo inulina, um dos compostos bioativos
presentes no yacon, beneficiem a retencdo mineral e a densidade 6ssea, com
efeito positivo na resisténcia a fratura, em trabalhos com animais
experimentais. Estudos pré-clinicos mostram-se promissores, mas indicam
aspectos que precisam ser ainda melhor explorados. Nessa perspectiva, esta
revisdo tem por objetivo colaborar com as discussdes relacionadas aos
aspectos metabdlicos e nutricionais do célcio; a relacdo entre yacon, frutanos
tipo inulina e saude dssea; modelo animal para osteoporose; tecido 6sseo;
biomarcadores do metabolismo ésseo e biomacéanica do tecido ésseo. Verifica-
se a necessidade de um maior nimero de pesquisas pré-clinicas que
esclarecam 0os mecanismos no trato digestorio advindos do consumo do yacon
tanto in natura quanto na forma processada. Especificamente o seu efeito no
metabolismo 6sseo, principalmente em modelo animal ovariectomizado, o qual
permite avaliar aspectos relacionados a perda Ossea com a cessacdo

estrogénica, como observado na mulher na pés-menopausa.
Palavras-chave: 0sso; pés-menopausa; yacon; frutanos tipo inulina.

2.2.2. Introducao

O aumento da expectativa de vida € um fato evidente no mundo todo.
Neste cenario, algumas doencas se tornam mais frequentes no envelhecimento
incluindo a osteoporose, uma doenca Ossea, que afeta principalmente
mulheres na pds-menopausa, época em que se acentuam os efeitos do
hipoestrogenismo (Lima-Costa e Veras, 2003; WHO, 2010; Legette et al., 2012;
Brasil, 2013).

A osteoporose é considerada o distarbio 6steo-metabdlico crénico mais
prevalente em populagdes de meia idade e idosa, que se traduz pela perda

progressiva da quantidade de massa 0ssea do organismo, predispondo o
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individuo ao aumento do risco de fraturas (Genaro e Martini, 2008; Lobo et al.,
2009; Won et al., 2011, Brasil, 2013).

Guerra e Prado (2010) identificaram como os principais fatores de risco
associados a osteoporose em mulheres, a idade avancada, a raca branca e o
baixo indice de massa corporal (IMC).

O decréscimo da absorc¢do intestinal de célcio esta entre as alteragcbes
fisiologicas resultantes do envelhecimento que é exarcebado no periodo pés-
menopausa (Kim et al.,, 2004). Em estudos com animais e humanos, a
deficiéncia de calcio foi associada com menor formacdo 0ssea, concomitante
ao incremento na reabsorgcdo (mobilizacdo 6ssea) e fragilidade 6ssea (Tahiri et
al., 2003; Kim et al., 2004 e Lobo et al., 2007).

Assim, favorecer a biodisponibilidade de calcio pode auxiliar mulheres na
pos-menopausa a diminuir os riscos de perda éssea e consequentemente,
ocorréncia de osteoporose. A osteoporose € considerada a maior causa da
reducdo da qualidade de vida, devido a elevada morbidade e mortalidade, além
dos altos custos envolvidos no seu tratamento (Pereira, 2008; Won et al., 2011;
Sant’/Anna et al., 2012).

Dessa forma, pode-se considerar a osteoporose como a maior sindrome
geriatrica da atualidade e um dos grandes problemas de saude publica mundial

(Legette et al., 2012). Na Figura 3 estdo indicados valores de prevaléncia da
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Figura 3. Prevaléncia (%) de osteoporose em diferentes regiées do mundo.



osteoporose em diferentes regides do mundo, de acordo com estudos
especificos.

Observa-se uma caréncia de informacdes quanto as taxas mundiais de
prevaléncia da osteoporose. O que se encotra na literatura sao trabalhos
pontuais que subestimam os valores fidedignos da ocorréncia de osteoporose
nos diferentes paises. Como bem destacado por Frazdo e Naveira (2006) é
necessario implementar projetos para melhor conhecer a prevaléncia dessa
doenca, incluindo-a na agenda dos formuladores de politicas publicas. Verifica-
se ainda, de acordo com os dados dispostos na Figura 3, que o Brasil
apresenta valor expressivo de ocorréncia de osteoporose (33%), menor apenas
guando comparado ao Chile (56,8%) e Taiwan (57,8%).

Entre os compostos alimentares capazes de otimizar a absorcdo de
calcio tem-se os frutooligossacarideos (FOS) e inulina, que sao oligo e
polissacarideos prebidticos, respectivamente, em que predominam ligacdes
glicosidicas do tipo frutosil-frutose p(2-1), as quais conferem a estes compostos
suas exclusivas propriedades estruturais e fisiologicas (Niness, 1999; Kelly,
2009; Yildiz, 2011). O homem e os ratos ndo possuem enzimas capazes de
clivar essas ligacbdes (Roberfroid, 2005) e ap6s consumo, FOS e inulina sao
seletivamente fermentados no colon por um grupo de bactérias benéficas, as
quais (especialmente os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus) melhoram a
funcado gastrointestinal (Pedreschi et al., 2003), gerando acidos organicos como
lactato e outros acidos graxos de cadeia curta (AGCC): acético, propibénico e
butirico (Gibson e Roberfroid, 1995; Flamm et al., 2001; Geyer et al., 2008).

A microbiota intestinal desenvolve intensa atividade metabdlica que Ihe
permite  manter uma relacdo simbidtica com o hospedeiro. A atividade
bioguimica da populacdo microbiana atua como um 6rgdo ativo, que esta
envolvido em: (i) melhorar a biodisponibilidade de nutrientes, (ii) degradar
compostos dietéticos nao digeriveis, (iii) fornecer novos nutrientes e (iv)
remover substancias nocivas e compostos antinutricionais. Estas funcdes
metabdlicas tém importantes implicacdes na saude. No entanto essas acdes
dependem da composicdo da microbiota e das complexas interacfes entre a
dieta e 0 hospedeiro (Tuohy et al., 2003; Sanz et al. 2004).

Diferentes estudos que avaliaram o efeito na modulagcdo da microbiota
do colon, e em especial o efeito bifidogénico indicaram resultados favoraveis e

significativos, nesse sentido.

27



Hidaka et al. (1986) avaliaram o efeito da administracdo de 8g/dia de
FOS em humanos, na forma de bebida ou geléia, durante duas semanas.
Encontraram incremento médio 10 vezes maior nas contagens de
bifidobactérias.

Gibson et al. (1995) observaram que inulina ou FOS quando adicionados
em dietas controladas, na razdo de 15 g/dia durante 15 dias produziram
modificacdes significativas na composi¢cao da microbiota fecal. Nos grupos que
receberam tanto FOS quanto inulina os incrementos foram da mesma
magnitude.

Pedreschi et al. (2003) demonstraram que os FOS do Yacon foram
seletivamente fermentados por Bifidobacterium bifidum ATCC 15696 e em,
menor proporgdo, por Lactobacillus acidophilus NRRL-1910 e Lactobacillus
plantarum NRRL B-4496), enfatizando o efeito bifidogénico do FOS.

As evidéncias cientificas tém direcionado que essa categoria de
prebidticos apresenta importante implicacgdo na saude (Coxam, 2005;
Roberfroid, 2005), e por isso tem sido os mais intensivamente estudados pelas
propriedades de atuar beneficamente na absor¢cao de minerais (Scholz-Ahrens
et al., 2007; Legette et al., 2012; Rodrigues et al., 2012) e de melhorar
estrutura 6ssea (Lobo et al., 2006; Cashman, 2007; Lobo et al., 2007 e Saulnier
et al., 2009) além da potencial capacidade de atenuar a reabsorcdo Ossea
(Weaver et al., 2010; Legette et al., 2012).

No Quadro 3 estdo apresentadas informagdes compiladas de diferentes
estudos que indicam o efeito na modulacdo da absor¢cédo de minerais em ratos

gue consumiram FOS, inulina.

28



Quadro 3. Estudos, em modelo animal, sobre o efeito na modulacédo da absorcéo/retencéo de
minerais, decorrente da ingestédo de frutanos tipo inulina em ratos.

Autores Substancia Efeitos
FOS (Produto | excrecéo de Ca e Mg;
Nagendra etal. (1994) purificado) 1 absorcao de Ca
FOS (Produto ~
Ohta et al. (1995) ourificado) 1 absorcao de Fe, Ca e Mg
Ohta et al. (1998a) FOS (Produto 1 absorcao de Ca, Mg, Zn e Fe;
purificado) | excrecéo de Ca, Mg, Zn, Fe e Cu
Ohta et al. (1998b): Ohta et al. (1999) FOS (Produto 1 absorgao de Fe
purificado)
Lopez et al. (2000) FOS_(Produto 1 absorgao de Ca, Mg, Cu e Fe;
purificado)
Sakai et al. (2000) FOS_(Produto 1 absorgao'de Fe nos ratos
purificado) gastrectomizados
FOS (Produto ~ ~
Takahara et al. (2000) ourificado) 1 absorgao e retengao de Ca e Mg
Scholz-Ahrens et al. (2002) FOS | perda dssea
FOS+Inulina (Produto ~ ~
Kruger et al. (2003) purificado) 1 absorcao e retencdo de Ca
FOS+Inulina (Produto ~
Coudray et al. (2003) purificado) 1 absorcao de Ca e Mg
FOS (Produto ~
Lobo et al. (2006) ourificado) 1 absorcao de Ca
FOS + Inulina (Farinha ~
Lobo et al. (2007) de Yacon) 1 absorcao de Ca e Mg
Lobo et al. (2009) FOS + Inulina (Farinha 1 absorcao de Ca, Fe, Cu, Mg e Zn
de yacon)
Weaver et al. (2010) FOS + Ingl]na (Produto 1 retengéo Ca, Mg, Fe, Cu e Zn
purificado)
FOS + Inulina (Produto ~
Legette et al. (2012) purificado) 1 absorcado de Ca
: FOS + Inulina (Farinha =
Rodrigues et al. (2012) de Yacon) 1 retengédo de Ca, Mg e P

Entre as fontes naturais de frutanos do tipo inulina, tem despertado cada

vez mais a atencdo da comunidade cientifica, o yacon (Smallanthus

sonchifolius) que é uma raiz tuberosa de origem andina considerada, na

atualidade, a maior fonte vegetal de FOS (Geyer et al., 2008; Genta et al.,

2009; Ojansivu et al., 2011).

A luz destas questdes, esta revisdo tem por objetivo contribuir com as

discussbes atribuidas a potencial funcionalidade do yacon (Smallanthus

sonchifolius) na salude 6ssea no periodo p6s-menopausa.

2.2.3. Aspectos metabdlicos e nutricionais do célcio

O calcio € o quinto elemento mais abundante no corpo humano e possui

um papel chave na mineralizacdo do esqueleto e dentes bem como uma ampla
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atuacdo em diversas funcdes biologicas (Peacock, 2010), tais como
mensageiro intracelular (Costa, 2008) e co-fator para enzimas e proteinas
extracelulares (Guéguen e Pointillart, 2000), dentre outros.

As mudancas relacionadas ao metabolismo do calcio com o avancar da
idade desempenham funcdo importante no desenvolvimento da osteoporose
(Legette et al., 2012). Esse mineral € o substrato essencial para formacdo da
massa 0ssea e faz-se presente em todas as fases da curva ontogénica de
desenvolvimento do esqueleto (Russo, 2001). Por ser o principal constituinte da
matriz 6ssea mineralizada, o calcio tem sido o mineral mais pesquisado quanto
aos seus efeitos no metabolismo 6sseo (Guéguen e Pointillart, 2000; Legette et
al., 2012).

A vitamina D é outro importante nutriente relacionado com a massa
0ssea, uma vez que na absorcdo de calcio outros fatores sdo considerados.
Apesar de 80 a 90% dos estoques de vitamina D serem provenientes da
sintese cutanea, estudos mostram que a deficiéncia de vitamina D é comum
mesmo em paises ensolarados (Ohta et al., 1998; Kim et al., 2004).

No organismo animal o colesterol é convertido parcialmente, por uma
diidrogenase em 7-diidrocolesterol que € entdo transformado em colecalciferol
(vitamina D) na pele sob a agéo dos raios ultravioleta (Franco, 2002).

Essa vitamina tem um papel fundamental na absorcao de calcio, e passa
por duas hidroxilacdes no figado e rim (Franco, 2002), estando na forma ativa
como 1,25 diihidroxivitamina D (1,25 (OH).D3). Seu efeito mais notavel é o
controle da expressdo do gene que codifica a calbindina Dok (proteina
intracelular envolvida na translocacdo de calcio até a membrana basolateral).
Com o envelhecimento, o nivel da vitamina D pode ser comprometido em
virtude da reducao da capacidade da pele em sintetizar colecalciferol e reducéo
da capacidade do figado e rim hidroxilarem a vitamina D em sua forma ativa
combinado com a diminuigéo dos receptores intestinais dessa forma ativa, bem
como da responsividade desses receptores. Assim, consequentemente,
também ocorre o decréscimo da absorcao intestinal de célcio (Slovik et al.,
1981; Tsai et al., 1984; Feskanich et al., 2003).

O calcio é absorvido no trato digestério por uma combinagdo de
transporte ativo e difusdo passiva (Figura 4). O componente ativo é saturavel,
estimulado pela 1,25 (OH),D3;, e ocorre predominantemente no duodeno e

jejuno proximal. O processo passivo € mais importante no jejuno distal e no ileo
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onde o tempo de transito € maior, e pode se tornar 0 mecanismo predominante
de absorcdo de grandes doses de célcio, uma vez que o transporte ativo ja
esta saturado e muito pouco ocorre no intestino grosso (Ohta et al., 1998;
Guéguen e Pointillart, 2000; Costa, 2008).

A difuséo passiva é ndo-saturavel, independente da vitamina D, idade e
ocorre ao longo do intestino delgado e grosso. Em idosos a absorcéo passiva €
a rota predominante. Uma variedade de fatores dietéticos, entre os quais
prebidticos como os frutanos do tipo inulina, tem mostrado atuac&o positiva na
difusdo passiva de calcio, e esta € uma area promissora de pesquisa que visa
produzir uma absorcao "extra" desejavel (Guéguen e Pointillart, 2000; Coxam,

2005; Roberfroid, 2005), especialmente na terceira idade.

Transporte de calcio

/\

- Ocorre no -
intestino delgado; 5 -Ocorre ao longo do
- Dependente  de |Transcelular g Paracelular ntestmo  delgado
Vitamina D e de = grosso;
Calbindina; 8 - Independente de
. Saturz’wei & Vitamina D e de
— Calbindina;
Intestino Grosso - Nédo-saturavel,
- Potencialmente
modulado pela presenga
de FOS/mulina.

Figura 4. Esquema representativo das caracteristicas relacionadas a absorcao

de célcio.

O estimulo as bactérias benéficas, exercido pelos prebioticos leva ao
aumento dos acidos organicos como acido latico e AGCC, o que por sua vez,
como ja comentado, favorece o incremento na solubilizagdo do célcio dietético

(Geyer et al., 2008; Weaver et al., 2010), principalmente na regido coldnica.
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Assim, o processo passivo de absorcdo do calcio pode ser suscetivel a
modulagéo por substratos fermentaveis, como os frutanos FOS/inulina. Dessa
forma, estes compostos podem auxiliar na homeostase de célcio, deslocando o
principal sitio de absorcdo desse mineral para o intestino grosso (Coxam, 2005)
em condicbes especificas, quando o transporte ativo de calcio esta

comprometido.

2.2.4. Yacon, frutanos tipo inulina e Satde Ossea

Em virtude das potenciais funcionalidades do yacon (Smallanthus
sonchifolius), tem se tornado evidentes 0 emergente interesse nas pesquisas
com esse alimento (Genta et al., 2009; Lobo et al., 2011; Ojansivu et al., 2011,
Rodrigues et al., 2012) e o aumento da sua comercializacao.

O numero de moléculas de frutose que compde as cadeias moleculares
constitui a principal diferenca entre FOS (2-10) e inulina (10-60). Assim os FOS
que sdo oligossacarideos podem ser considerados um subgrupo da inulina
(polissacarideo), motivo pelo qual € empregado o termo frutanos tipo inulina
(Roberfroid, 2005).

Algumas hipoteses tém sido levantadas para explicar o efeito dos
frutanos (FOS/ inulina) na saude Ossea:

(i) os FOS estimulam a producdo de acidos organicos, como latico,
butirico, propidnico e acético, pelas bactérias do colon. E desta forma abaixam
o pH do conteudo luminal e solubilizam o célcio insolavel presente na forma de
fosfato e carbonato, de forma que o contetdo de calcio luminal € aumentado e
consequentemente sua absorcao. Aventa-se a hipotese de que o mecanismo
envolve calbindina Dok, por meio do aumento da expressao desta proteina
envolvida no transporte de calcio nos enterdcitos (Ohta et al., 1998; Kruger et
al., 2003).

(i) outro mecanismo propde para o efeito de carboidratos fermentaveis
na absorcdo mineral por ambos os transportes, transcelular e paracelular, por
meio do incremento da area da superficie absortiva em resposta a proliferacao
celular colénica advinda da ag&o dos acidos graxos de cadeia curta (Weaver et
al., 2010).

O grau de polimerizagdo parece exercer influéncia sobre a resposta

metabdlica ao tipo especifico de carboidrato néo digerivel. Em ratos adultos,

32



Coudray et al. (2003) compararam frutanos tipo inulina com tamanhos
diferentes da cadeia do carboidrato. Foi observado efeito sinérgico na absorcéo
de calcio devido a associacdo de diferentes graus de polimerizagdo, que por
sua vez estimulam diferentes grupos microbianos que apresentam diferentes
atividades metabolicas.

E provavel que os FOS (2-10 unidades de frutose) sejam mais ativos na
parte proximal do colon, onde podem servir como substrato inicial para a
fermentacao seletiva por bifidobactérias. Ja as moléculas de cadeia longa (10-
60 unidades de frutose), que sdo fermentadas mais lentamente, podem ter
efeito no colon descendente, onde podem manter a atividade metabdlica da
microbiota benéfica que foi previamente estimulada até as partes mais distais
do colon (Coudray et al 2003; Coxam, 2005). A Figura 5 representa a

fermentacao dos frutanos tipo inulina nos diferentes compartimentos do colon.

Colon
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DP 5-10 S r?—/-\\/— DP 10-20

Colon ( LL" \)—)}){ )
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\/‘jnp 20
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Figura 5 — Fermentacdo dos frutanos tipo inulina, de acordo com o grau de
polimerizacao (Degree of Polimerization - DP), nos diferentes compartimentos do célon

Desta forma, a presenca de frutanos tipo inulina de cadeia curta e longa
mantém a alta atividade fermentativa ao longo do intestino grosso, o que por
sua vez, pode incrementar os efeitos benéficos na absor¢cdo mineral, visto que
aumentando a solubilidade do calcio a absorcao processa-se em todo trajeto
do colon, o que implica em um aproveitamento maximo de toda a superficie da
mucosa colbnica para a absor¢cédo desse mineral (Coudray et al., 2003; Coxam,

2005). Um produto a base de yacon (PBY), desenvolvido recentemente (INPI:
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014110002964) contéem tanto FOS quanto inulina e assim apresenta
propriedade de atuar ao longo de toda a regido colonica.

No Quadro 4 encontram-se algumas informagfes de estudos que
avaliaram o efeito de FOS/inulina na saude Ossea. Tais estudos utilizaram
modelo animal para osteoporose (ratas ovariectomizadas) ou ratos em
crescimento, com doses de FOS e,ou inulina que variaram de 5,0 a 10% na
dieta e periodo experimental de trés a 16 semanas. S&o apresentados o0s
resultados decorrentes das intervencdes dietéticas nos grupos.

Nestes estudos, importa notar que os unicos trabalhos que utilizaram o
yacon como fonte dos prebidticos FOS e inulina foram os de Lobo et al.
(2007;2009) e Rodrigues et al. (2012). Os demais utilizaram FOS/inulina

purificados comerciais.
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Quadro 4. Estudos em modelo animal sobre efeito de frutanos tipo inulina na satde 0ssea.

(Produto Purificado)

Autores/Ano Amostra Matriz alimentar Dose Duragéo Resultados
(%)
Ohta et al. (2002) 64 ratas OVX FOS (Produto purificado) 52 6 > DMO femural
Scholz-Arhens et al. | 96 ratas OVX | FOS (Produto purificado) 10,0 16 > CMO femural
(2002)
Kruger et al. (2003) 96 ratos em FOS; Inulina; FOS + 50 5 > DMO femural; < Excrecdo dos fragmentos de colageno tipo | (marcador
crescimento Inulina reabsorcéo 6ssea) mais significativamente no grupo Inulina.
(Produto purificado)
Zafar et al. (2004) 26 ratas OVX FOS (Produto purificado) 55 3 > CMO e DMO femural
Lobo et al. (2006) 16 ratos em FOS (Produto purificado) 5,0 3 > Retenc¢do de Ca nos ossos; Efeito positivo em propriedades biomecéanicas n
crescimento 0SS0S.
Lobo et al. (2007) 24 ratos em FOS + Inulina (Farinha de 50e 4 > CMO e resisténcia 6ssea.
crescimento Yacon) 7,5
Lobo et al. (2009) 48 ratos em FOS (Farinha de Yacon) 10 4 > Resisténcia 0ssea; < n° de osteoclastos por area (fémur e tibia)
crescimento
Weaver et al. (2010) 30 ratos em FOS + inulina (Produto 5,0 12 > CMO
crescimento purificado)
Rodrigues et al. (2012) 32 ratos em FOS + Inulina 4,0 4 > resisténcia 6ssea.
crescimento (Farinha de Yacon)
Legette et al. (2012) 102 ratas OVX FOS + Inulina 5,0 4 > producgédo de AGCC; > peso cecal;

Duragdo: semanas; OVX: ovariectomizadas; FOS: frutooligossacarideos; >: maior; <: menor; DMO: densitometria 6ssea; CMO: contetdo mineral
0sseo; Ca: céalcio; Mg: magnésio; P: fésforo; AGCC: acidos graxos de cadeia curta; n°: numero.
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Até o momento, ndo ha estudos reportados na literatura sobre avaliacédo
da ingestdo de yacon na saude 6éssea em humanos, o que pode ser justificado
em parte pelo fato do yacon ser um alimento que sé recentemente tem
recebido atencédo da comunidade cientifica e ainda pelo fato consensual de que
as condicdes experimentais com humanos sdo mais dificeis de controlar. Isso
sugere, em um primeiro momento, a necessidade latente de avango no
desenvolvimento de mais estudos pré-clinicos direcionados a este tema e de
marcadores mais apropriados e que simulem a perda Oéssea tipica da

menopausa.

2.2.5. Modelo animal para osteoporose

O modelo animal se torna cada vez mais apropriado para o estudo da
biologia do tecido 6sseo, devido as restricbes praticas e éticas do uso de seres
humanos, oferecendo ainda, maior controle sobre um grande numero de
variaveis externas (Bennell et al., 2000) e permitindo a caracterizacdo da
resposta do 0sso a intervencao dietética.

Embora a posicdo quadripede do rato difere da posicdo bipede de
humano, as semelhancas da arquitetura da vértebra e fémur entre eles
sugerem que ratos podem ser utilizados na caracterizacdo das alteracdes
Osseas associadas a idade, fatores hormonais e efeitos terapéuticos (Li et al.,
2003). Assim, mesmo que nao haja um animal que atenda a todos os requisitos
de modelo ideal, a rata tem sido amplamente utilizada e aprovada para tais
estudos (Mello e Gomide, 2005).

As ratas adultas tém um ciclo regular de estrogénio e sua deficiéncia
causa perda 0ssea, por isso tém sido o modelo mais utilizado para se estudar o
envelhecimento 6sseo em humanos (Kalu, 1991). A rata ovariectomizada
(OVX) transmite as principais caracteristicas clinicas da deficiéncia do
estrogénio (Thompson et al., 1995; Otha et al., 2002), pois, como a mulher no
periodo que segue a menopausa, desenvolve osteopenia apOs ovariectomia
(Priemel et al., 2002) , ocorrendo aumento do turnover ésseo, com a taxa de
reabsor¢cdo pelos osteoclastos excedendo a formac&o pelos osteoblastos,
levando a perda de massa 6ssea (Gala et al., 2001), como observados em
humanos, reduzindo a forca e rigidez do osso levando ao aumento do risco de
fratura (Inada et al., 2011).
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2.2.6. Tecido 0sseo0

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo dos mais resistentes e rigidos do
corpo, sendo metabolicamente ativo e sofre um processo continuo de
remodelacéo durante a vida (Roodman, 2012; Brasil, 2013).

O processo de remodelacdo 0ssea requer um equilibrio entre a fase de
formacao e destruicdo dando, como resultado, uma renovacdo da micro
arquitetura 6ssea. Qualquer desequilibrio neste processo causara alteracédo da
resisténcia Ossea, fato este que ocorre em diversas condicfes patologicas
como a osteoporose pds menopausa, onde a atividade osteoclastica € mais
intensa (Carvalho et al., 2001; Brasil, 2013). O tecido ésseo é o constituinte
principal do esqueleto. Protege os 6rgaos vitais, aloja a medula 6ssea, além de
proporcionar apoio aos musculos esqueléticos para a movimentacdo do
organismo (Brasil, 2013).

Aproximadamente 70% do osso é constituido por uma fase mineral ou
inorganica, que é representada fundamentalmente pelos cristais de
hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),], que tém forma alongada e hexagonal,
relacionados a resisténcia a forca de compressao e rigidez, associados a uma
fase organica (20% da massa 0ssea) constituida principalmente por fibras de
colageno tipo | (90% da proteina), sendo o restante substancias de adeséo e
agua que atribuem ao osso flexibilidade, elasticidade e resisténcia a tracao
(Lobo, 2008; Durén, 2011).

O calcio pode ser mobilizado da matriz mineral 6ssea e captado pelo
sangue quando ha necessidade, para manter os niveis apropriados em todo o
corpo, de forma que, além da funcédo de suporte e protecdo o tecido 0sseo,
desempenha um importante papel secundario na regulacdo homeostatica dos
niveis sanguineos desse mineral (Szejnfeld, 2000).

Os principais tipos de células caracteristicos do tecido 6sseo sao
geralmente definidos por sua funcédo ou localizacdo anatdémica, (i) osteoblastos,
(i) osteoclastos e os (iii) ostedcitos, sendo estes ultimos metabolicamente
menos ativos (Vieira, 1999; Zerbini e Souza, 2001; Junqueira, 2008; Brasil,
2013).

(i) os osteoblastos sdo células tipicas do tecido conjuntivo, oriundos de
uma célula mesenquimal indiferenciada. Sua fungdo basica € a
de sintese (formacéo) do tecido 6sseo. Estas células sintetizam o pro-colageno

tipo |, as proteinas da matriz extracelular, a fosfatase alcalina e a osteocalcina,
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sendo que ja foram identificados nestas ceélulas, receptores para estrogeno,
progesterona, glicocorticéides, testosterona, estradiol e a Vitamina D3
explicando, com isso, as influéncias das concentragbes destes elementos na
formacdo Ossea; (i) os osteoclastos sdo células originarias do tecido
hematopoiético, sendo derivadas de colbnias de células formadoras de
macréfagos. Sua funcdo basica é a de reabsorcdo Ossea. Essas células
apresentam uma borda irregular que aumenta a sua superficie de contato,
aderindo-se assim a area em que sera realizada a reabsorcdo 0ssea; (iii) 0s
ostedcitos sdo as células mais abundantes do tecido 6sseo, sendo células
derivadas do osteoblasto que, uma vez terminada a sua atividade de sintese,
recobrem-se de um conteldo mineral e se situam em cavidades (lacunas).
Possuem prolongamentos citoplasmaticos, fazendo uma verdadeira rede de
comunicacdo com outros ostedcitos por meio de canaliculos, que se
anastomosam com os canaliculos das lacunas vizinhas. S&o estas células as
responsaveis pela manutencao do tecido 6sseo vivo, uma vez que detectam as
alteracdes fisicas quimicas deste tecido recrutando osteoclastos e osteoblastos
para as funcdes de sintese e reabsorcao.

Para que haja a integridade do tecido 6sseo é necessario um equilibrio
entre a formacdo e a destruicdo Ossea, ou seja, entre a atividade
dindmica osteoblastica/osteoclastica (Brasil, 2013).

Os dois principais tipos de tecido 6sseo sao o trabecular (o qual possui
uma rede de trabéculas e espacos intercomunicantes, de localizagdo mais
central, denominada cavidade medular, que abriga a medula Ossea e
corresponde a 15% da massa esquelética) e o cortical (tecido compacto que se
encontra na periferia dos 0ssos e corresponde aproximadamente a 85% de
toda massa esquelética). Além das diferencas estruturais, os dois tipos diferem
também quanto a outros aspectos como a distribuicdo espacial das células,
densidade da matriz mineralizada, distribuicdo dos vasos sanguineos e area
ocupada pela medula 6ssea. Os osteoblastos e osteoclastos movem-se sobre
a superficie, sendo que os osteoblastos podem estar embebidos na matriz,
dando origem aos ostedcitos. Em funcdo de sua maior superficie em relacéo ao
volume, o o0sso trabecular é metabolicamente mais ativo que o cortical (Vieira,
1999; Zerbini e Souza, 2001).
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As extremidades dos o0ssos longos sdo chamadas de epifises, sendo
separadas do restante do osso denominado de diafise (corpo O6sseo) (Brasil,
2013).

O conteudo mineral 6sseo (CMO) e a densidade mineral 6ssea (DMO)
sdo determinados principalmente pelo gendtipo. Aproximadamente 70% da
variagdo na densidade 6ssea € determinada pela hereditariedade. Portanto os
30% restantes dependem do fenétipo, em que a nutricdo representa um dos
fatores que podem induzir respostas fisioldgicas que permitam niveis mais
elevados de obtencédo de massa 0ssea (Vicente-Rodrigues et al., 2008).

Como mencionado, 0 0sso constitui-se num tecido dindmico que é
constantemente renovado. Os processos de formacdo e reabsor¢cdo 6ssea
estdo sob o controle sutil de diversos fatores locais e sistémicos (Rauner et al.,
2007), como fatores fisicos, fatores de crescimento, horménios e citocinas
(Vieira, 1999; Won et al., 2011). Uma série de condi¢des como idade, doencas
Osteo-metabdlicas, diminuicdo de mobilidade, acdo de algumas drogas, etc.,
podem alterar este equilibrio entre formacdo e reabsorcdo, levando ao
predominio de um sobre o outro (Vieira, 1999). Apd0s a menopausa, 0S
marcadores de reabsorcao 6ssea apresentam um incremento maior que os de
formacéao (Fernandes et al., 2010), em decorréncia da deficiéncia estrogénica
(Rauner et al., 2007).

O estrogénio exerce influéncias distintas no corpo pela acdo conjunta
com seus receptores em varios tecidos, inclusive nos 0ssos. Em condi¢es
anormais, a reducdo da massa Ossea pode representar insuficiéncia de
formacdo da matriz protéica na qual € depositado o célcio. A formacédo da
matriz protéica depende de hormdnios gonadicos. Quando as concentracfes
dos horménios sexuais sao inadequadas, o anabolismo protéico é reduzido,
enquanto o catabolismo continua sem decréscimo. Com isso a maior
suscetibilidade a osteoporose entre as mulheres esta associada intimamente a
queda da producgdo de estrogénio que acompanha a menopausa (Kalu, 1991;
Turek, 1991).

2.2.7. Biomarcadores do metabolismo 6sseo
A avaliacdo do tecido 6sseo pode ser realizada por diferentes métodos
incluindo técnicas radiograficas (Cheong et al., 2011), densidade mineral

0ssea, a qual é um importante referencial da qualidade 6ssea, que € aferida
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pela densitometria 6ssea, técnica de dupla emissdo de raios-X (DXA — Dual
Energy X-Ray Absorptiometry) (Carvalho et al., 2012). Ja a microarquitetura
0ssea pode ser avaliada por meio da microtomografia computadorizada (uCT)
que possibilita a reproducdo de imagens do tecido 0sseo utilizando softwares
especificos que permitem mensuracdes e calculos em trés dimensdes por meio
da investigacdo de seu remodelamento (Morgan et al., 2009; Milanetti et al.,
2011; Carvalho et al., 2012). Além destes métodos utilizam-se ainda os
marcadores bioquimicos de turnover 6sseo (Swaminathan, 2001; Saraiva e
Lazaretti-Castro, 2002; Carey et al., 2006), que serdo melhor detalhados.

O tecido 6sseo é continuamente “formado” e “destruido” por células
especializadas. Todo esse processo € chamado de “turnover” (ILSI, 1999).

O turnover Osseo € considerado importante tanto na predicdo da
qualidade éssea quanto nas mudancas na densidade 6ssea (Cheong et al.,
2011). Os marcadores bioquimicos do metabolismo ésseo sdo substancias que
retratam a formacédo ou a reabsorcdo 6ssea. Como a formacgéo é dependente
da acdo dos osteoblastos, os marcadores de formacao (exemplo: osteocalcina
e fosfatase alcalina especifica do 0sso), medem produtos decorrentes da acao
destas células. Da mesma maneira, os marcadores de reabsor¢cdo (exemplo:
telopeptideos aminoterminais do colageno tipo | — NTX) medem a acédo dos
osteoclastos, o principal tipo celular envolvido na reabsor¢do da matriz 6ssea
dos componentes minerais e organicos (Vieira, 1999; Swaminathan, 2001,
Civitelli et al., 2009).

O paratorménio (PTH) € um hormdnio protéico sintetizado pela
paratiredide. A acdo do PTH se faz diretamente sobre o 0sso e o rim e,
indiretamente, sobre o intestino, elevando o fluxo de calcio para a circulacao.
Os receptores de PTH foram identificados
no tecido 6sseo, nos osteoblastos e seus precursores, as células progenitoras
pluripotentes de linhagem mesenquimal (Swarthout et al., 2002). Apesar de néo
elucidado por completo, admite-se, com base em dados clinicos e
experimentais, que as
acOes mediadas pelo PTH no osso permitem o acoplamento entre osteoblastos
e osteoclastos, aumentando o turnover 0sseo. Essas ac¢des estimulam tanto a
formacdo quanto a reabsorcédo 0ssea, sendo que pode ocorrer o predominio de

um ou outro processo (Gracitelli et al., 2002).
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Entre os marcadores de formacdo Ossea destacam-se a fosfatase
alcalina especifica do osso (FAEO) e a osteocalcina. A FAEO é uma enzima
presente na membrana das células osteoblasticas. Enquanto a osteocalcina é
uma proteina da matriz éssea sintetizada pelos osteoblastos maduros (Vieira,
1999; Vasikaran et al., 2006).

Durante a formacao do osso, a producdo da matriz colagena precede a
mineralizacdo. A fase de producé@o de matriz colagena coincide com uma maior
producdo de FAEO, enquanto a mineralizacdo coincide com uma maior
producado de osteocalcina (Stein e Lian, 1993).

Quanto aos marcadores de reabsorcdo Ossea, destacam-se as

moléculas interligadoras do colageno. Quando os osteoclastos reabsorvem o
tecido 6sseo, eles o fazem através da secrecdo de uma mistura de proteases
acidas e neutras, que agindo sequencialmente degradam as fibrilas colagenas
em fragmentos de diferentes tamanhos.
Assim, por acdo da enzima lisil oxidase, moléculas de lisina e hidroxilisina da
porcao terminal (telopeptideos) das moléculas de colageno formam aldeidos e
se condensam com o residuo de molécula adjacente formando uma estrutura
interligadora composta de trés radicais hidroxilisina (piridinolina) ou uma lisina e
duas hidroxilisinas (deoxipiridinolina) (Eastell et al., 1993; Vieira, 1999;
Vasikaran et al., 2006; Civitelli et al., 2009). Estes residuos constituem o mais
importante meio de estabilizar a molécula de colageno por ligacdes cruzadas
intramoleculares. As ligacfes cruzadas sao formadas extracelularmente apés a
deposicdo das moléculas de colageno dentro da matriz extracelular e elas sédo
liberadas do osso apenas durante a reabsorcdo 6ssea ou quebra do colageno
(Swaminathan, 2001).

A fosfatase alcalina especifica do o0sso e os telopeptideos
aminoterminais (NTX), séricos, constituem na pratica clinica os biomarcadores
0sseos mais comumente indicados devido a sua sensibilidade e acuracia.

Outro marcador de reabsorcdo Ossea que pode ser utilizado é a
tetraciclina tritiada (®H-TC). No estudo em modelo animal (ratas
ovariectomizadas), Cheong et al. (2011) validaram a tetraciclina tritiada (*H-
TC), comparando ao is6topo “*Ca, como um marcador de turnover 6sseo, a ser
mensurado na urina. A *H-TC apresenta menor custo que o *'Ca, mas é restrita
ao uso em animais. Apés injetada no organismo animal a *H-TC é quelada com

o calcio e depositada na apatita do osso, o que finalmente resulta em um
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incremento na concentracdo de *H-TC que é depositada no esqueleto. Quando
ocorre turnover ésseo a *H-TC é liberada e excretada na urina e assim como
os tracadores de calcio acredita-se que a mesma proporcione uma medida

direta da reabsorcao Ossea.

2.2.8. Biomecéanica do tecido 6sseo

O tecido 6sseo tem por principal funcdo a formagédo e manutencdo do
esqueleto, proporcionando locomocéo e protecao (Civitelli, 2009). O esqueleto
de um organismo vivo constitui um sistema que suporta cargas e é submetido a
um conjunto complexo de forcas que causam deformacdes (Lind et al., 2001),
estas podem ser de origem externa ao corpo onde agem ou resultantes do
efeito de varios componentes do corpo (Duran, 2011). A biomecéanica do tecido
0sseo contempla propriedades resultantes do efeito de estimulos mecanicos
sobre 0S 0Ss0s.

A osteoporose decorre do aumento desproporcional da reabsorcéo
0ssea, devido a supressao do controle inibitério sobre osteoclastos, ocorrendo
desequilibrio no remodelamento 6sseo (Garland et al., 1992). Neste sentido, o
organismo nao consegue fazer o remodelamento 6sseo na mesma proporcao
gue ocorre reabsorc¢ao, tornando o
osso mais fragil e menos capaz de resistir a compressao e a tor¢cdo, o que
aumenta a incidéncia de fraturas (Carvalho et al., 2001).

O quadro clinico marcado pela reducdo da massa 6ssea é associado
com uma obrigatéria perda de estrutura Ossea e, consequentemente,
diminuicdo da forca 6ssea. Portanto, a microarquitetura 6ssea tem importante
funcdo em determinar as propriedades mecanicas dos ossos (Carvalho et al.,
2001).

O tecido désseo possui um sistema mecanosensorial ou
mecanotransdutor (conversédo de estimulo biofisico em um sinal capaz de ser
entendido pela célula, a qual obedece uma sequéncia de acontecimentos)
(Duncan e Turner, 1995) que promove adaptacao do esqueleto a imposicéao de
diferentes cargas mecanicas de modo que sua arquitetura estrutural €
modulada pelo constante estresse ao qual é submetido podendo haver atrofia
ou hipertrofia (Doblaré et al., 2004).

O estudo da resisténcia biomecanica 0ssea € muito importante para a

analise da qualidade de ossos susceptiveis a fraturas (Mello e Gomide, 2005).
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A preocupacao fundamental com a osteoporose € a de que as
propriedades mecanicas dos 0ssos sao comprometidas em um grau que as
fraturas 0sseas
ocorrem sob condicdes de carga normais, que nao sdo associadas com
fraturas em ossos saudaveis (McNamara, 2010).

Véarios fatores como o turnover 0Osseo, morfologia, mineralizacédo
(Ahlborg et al., 2003) e microarquitetura 6ssea, danos ao tecido 6sseo, excesso
de peso e estrutura colagenosa (Friedman, 2006; Carvalho et al., 2012)
incidem na resisténcia 0ssea e respondem pela natureza multifatorial da
mesma. Além disso, contribui em diferentes graus para criar as propriedades
dos materiais que permitem ao 0sso suportar as condigdes de “cargas” que
experimenta durante a vida (McNamara, 2010).

A deficiéncia estrogénica no periodo pdés-menopausa na mulher € uma
das condic¢@es clinicas que resulta na reducéo da resisténcia 6ssea (Friedman,
2006; Pinheiro et al., 2010). Neste quadro, as fraturas 6sseas ocorrem em
condicbes minimas de esfor¢cos nos ossos, principalmente do punho, quadril,
fémur e coluna vertebral (McNamara, 2010). O aumento observado ha
fragilidade do osso com a idade é considerado predominantemente como
resultado da diminuicdo acentuada da densidade mineral 6ssea (0 que se deve
a um aumento da reabsorcdo Ossea e diminuicdo da fixacdo de célcio nos
0sso0s) aproximadamente de 20-30% na primeira década ap0s a menopausa
(Ahlborg et al., 2003; Antunes et al., 2003).

Diferentes medidas de resisténcia mecanica incluem: (i) elasticidade:
capacidade de um corpo retornar a forma inicial depois que um esforco
deformador deixou de agir (Duran, 2011); (i) forca maxima: carga maxima
admitida pelo material e (iii) resiliéncia: energia absorvida antes da fratura
(McNamara, 2010).

A consolidagdo da fratura € um processo que envolve uma série
orquestrada de eventos biol6gicos que se seguem numa sequéncia temporal e
espacial especifica que pode ser definida por fatores bioldgicos, tais como a
idade e fatores mecénicos como a estabilidade da osteossintese (Einhorn,
2005; Giannoudis et al., 2007; Gallagher e Sai, 2010).

A forca de compressdo méaxima na coluna vertebral e a resisténcia a
flexdo de fémures sdo menores em ratas ovariectomizadas (Kasugai et al.,
1998, Yoshitake et al., 1999).
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2.2.9. Consideracdes Finais

O yacon € um alimento que pode potencializar a absorcdo de minerais
como o calcio e consequentemente favorecer a manutencdo da saude Ossea
no periodo pos-menopausa, em que a reabsorcdo dssea torna-se mais
acentuada. Os dados reportados até o momento originam-se de estudos em
modelos de animais em crescimento e inexistem trabalhos realizados com
seres humanos, contemplando o tema em questdo. Urge a necessidade de um
maior numero de pesquisas pré-clinicas que esclarecam os mecanismos no
trato digestério advindos do consumo do yacon tanto in natura quanto na forma
processada. Especificamente o seu efeito no metabolismo 0sseo,
principalmente em modelo animal ovariectomizado, o qual permite avaliar
aspectos relacionados a perda 6ssea com a cessacao estrogénica, como
observado na mulher na pés-menopausa. Acredita-se que por meio de futuras
investigacdes seja possivel determinar os reais beneficios na modulacdo da
salude 6ssea com a insercao do yacon na alimentacéo diaria, o que contribuira
para a disseminagdo do consumo do mesmo e para o desenvolvimento de
produtos prebidticos tendo como base esse alimento. E importante considerar
ainda que dependendo da matriz alimentar fica mais facil ou mais dificil veicular
as concentracfes funcionais para as avaliacfes tanto em modelos animais
quanto em estudos clinicos. Neste sentido refor¢a-se a importancia do produto
a base de yacon (PBY), desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa, que
facilita o consumo humano e animal e favorece a execucédo de estudos para

definir mecanismos como o consumo de doses funcionais.
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3. HIPOTESES E OBJETIVOS DO ESTUDO

3.1. Hipoteses

12- O produto & base de yacon (PBY) possui propriedade prebidtica;

22- O PBY pode modular favoravelmente o metabolismo 0sseo no

periodo pos-menopausa.

As hip6teses foram comprovadas mediante os seguintes experimentos:

1°- Determinacdo da atividade prebiotica do PBY e de doses para sua
comprovacao;

2°- Determinacédo do efeito benéfico do PBY no metabolismo 6sseo em
ratas ovariectomizadas e intactas.

3.2. Objetivo geral

Avaliar o efeito prebidtico do PBY na modulacdo de indicadores da
salde oOssea de ratas em crescimento, ovariectomizadas e nao

ovariectomizadas.

3.3. Objetivos especificos

Determinar o efeito do consumo de PBY, em ratas Wistar, na modulacao:

= De varidveis cecais (peso do ceco, pH, acidos organicos);

= Da absorc¢dao intestinal de célcio.

» Da retencdo de minerais nos 0Sso0S;

= De marcadores bioquimicos séricos do metabolismo 6sseo;

= Da Densitometria Mineral Ossea;

» Das propriedades biomecanicas no fémur (forca méaxima, rigidez,

tenacidade, modulo de elasticidade);
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4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos laboratorios: de Processamento de
Vegetais e de Culturas Laticas do Departamento Tecnologia de Alimentos
(DTA)/URV, de Nutricdo Experimental e de Bioquimica Nutricional do
Departamento de Nutricdo e Saude (DNS)/UFV, de Imunovirologia
Molecular e Glicobiologia (BIO)/UFV, de Biofarmacos (BQI)/UFV, de
Veterinaria (VET)/UFV de Biotecnologia Molecular (BQI)/UFV e nas
Faculdades de Medicina Veterinaria (Laboratorio de Biofisica) e de Odontologia
(Laboratério de Materiais Dentarios) da Universidade Estadual Paulista “Julio
Mesquita Filho” (UNESP), em Aragatuba, SP.

4.1. Produto a base de Yacon (PBY)

O produto a base de yacon testado foi desenvolvido no Departamento de
Tecnologia de Alimentos — DTA/UFV, no entanto a descricdo do seu
desenvolvimento deve ser resguardada devido as exigéncias da solicitacdo de
patente (INPI: 014110002964).

Figura 1. Produto a base de Yacon - PBY
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4.2. Determinacdo da composicdo centesimal e teor de frutanos tipo

inulina do produto a base de yacon (PBY)

As analises de composicdo centesimal do PBY foram realizadas de
acordo com protocolos oficiais: umidade, determinada em estufa a 105°C até
peso constante; proteinas, pelo método de Kjeldahl, sendo o teor protéico
calculado pela multiplicacdo do teor de nitrogénio pelo fator 6,25; lipidios, pelo
método de extracdo com éter etilico em equipamento Soxhlet; e cinzas, por
processo gravimeétrico, por meio da carbonizacdo das amostras, seguida de
incineracdo em mufla a 550 °C até peso constante. O teor de fibra alimentar
soluvel (FAS) e fibra alimentar insoluvel (FAI) foram determinados de acordo
com o método enzimatico-gravimétrico da utilizando o kit enzimatico da marca
Sigma (AOAC, 1997).

As andlises dos teores de carboidratos ndo digeriveis, inulina e FOS do
produto desenvolvido foram realizadas no CERAT - Centro de Raizes e
Amidos Tropicais, Botucatu-SP.

As concentracfes de FOS e inulina foram mensuradas por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) conforme metodologia de
Kaneko et al. (1990), com uma coluna BIO-RAD HPX 87P (fase estacionaria de
chumbo), utilizando agua purificada como fase modvel. As amostras foram
diluidas (1 g em 100 mL de &gua destilada), centrifugadas a 11.269 x g, e, em
seguida, filtradas através de uma membrana de decafluoreto (PVDF) da
polivinil Millipore com 0,22 um de porosidade e 13 mm de didmetro.

As amostras foram entdo injetadas em cromatografo de alta eficiéncia
(HPLC) (Varian, ProStar 410 HPLC Auto Sampler; Varian Inc, USA) com
detector de indice de refracdo e injetor automatico, com as seguintes condicdes
de operacéo: taxa de fluxo de 0,6 mL.min™ e temperatura de coluna 85 ° C.

Para a determinacdo de célcio foi adotada a metodologia descrita por
Julshamn et al. (1998) e a leitura foi feita em espectrofotdbmetro de absorcéo
atbmica (Varian —Agilente, SpectrAA 220FS; Australia), no Departamento de
Solos da Universidade Federal de Vigosa/UFV.
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4.3. Pré-Experimento
A metodologia inclui uma pré-experimetacdo para definicdo de doses

que ndo resultassem em efeitos adversos nos animais experimentais. O

delineamento do estudo encontra-se na Figura 2.

Figura 2. Esquema representativo do modelo experimental. PBY: produto a base de

Ratas Wistar recém-desmamadas (#=15)

| | | |

Dieta AIN-93G Dieta AIN-93G Dieta AIN-93G l Dieta AIN-93G Dieta AIN-93G

(sem PBY) (¢/ 5% FOS/inulina- | |(c/ 6% FOS/inulina-| | (¢/ 7,5% FOS/inulina- | | (c/ 109 FOS/inulina-
(n=3) PBY) (n=3) PBY) (n=3) PBY) (n=3) PBY) (n=3)
28 dias

yacon. Dieta AIN-93G: dieta padronizada para roedores em crescimento (Reeves et
al., 1993).

4.4. Experimento

Nos grupos que receberam a intervencdo com dieta teste foram
utilizados a dose de 6,0% de FOS/inulina do produto a base de yacon (PBY),
dose esta que foi escolhida apds direcionamento obtido por meio do

experimento previamente realizado, conforme supracitado.

4.4.1. Animais experimentais

Foram utilizadas 80 ratas (Rattus norvegicus, variedade albinus, classe
Rodentia), da raca Wistar, recém-desmamadas (30 dias de idade) provenientes
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da

Universidade Federal de Vigosa.
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Figura 3. Imagem dos animais experimentais nas gaiolas.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de ago inoxidavel, em
ambiente de temperatura (22+2°C) e luz controladas, em fotoperiodo de 12

horas e receberam agua deionizada ad libitum.
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4.5. Delineamento Experimental

O estudo consistiu de trés fases distintas (Figura 4).

| Ratas recém-desmamadas (n=80) l

Dieta |

Controle
(n=40)

| Dieta PBY

(n=40)

Eutanasia (n=8) Eutanasia (n=8)

Cirurgia ovariectomia ou
celiotomia (selecdo
aleatéria) (n=64)

Suspensdo dos tratamentos - Wash out” — Recuperacdo das cirurgias

Realocagdo dos grupos

Dieta Dieta Dieta Dieta
Controle/OVX Controle/SHAM PBY/OVX PBY/SHAM
(n=16) (n=16) (n=16) (n=16)

Figura 4. Esquema representativo do modelo experimental. PBY: produto a
base de yacon; 1: Fase 1; 2: Fase 2; 3: Fase 3. OVX: Ratas ovariectomizadas;
SHAM: Ratas ndo ovariectomizadas mas submetidas ao estresse cirlrgico
(celiotomia); Dieta controle (Dieta C); dieta contendo 6% de FOS/inulina do
produto a base de yacon (Dieta PBY).

Na primeira fase do estudo (90 dias), em Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC), foi administrado aos animais dieta de crescimento AIN-93G
com e sem PBY; na segunda fase, os animais foram submetidos ao
procedimento cirdrgico para retirada de ovario (ovariectomia - OVX) ou
submetidos a simulacdo de retirada do o6rgdo (celiotomia - SHAM), e na
sequéncia houve suspensao dos tratamentos “Wash out” de quatro semanas
para recuperacdo. Na terceira fase do estudo (60 dias) administrou-se a dieta
AIN-93M com e sem PBY.

Os animais foram alocados em 4 grupos (n=16), por DIC em arranjo
fatorial 2% para os dois fatores cirurgia e dieta, em dois niveis: cirurgia (com e

sem ovario), Dieta (com e sem produto a base de yacon).
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4.6. Dietas Experimentais

Nas duas etapas do ensaio biolégico o grupo controle recebeu dieta
padrdo para crescimento (12 etapa, Quadro 1) ou para manutencéo (22 etapa,
Quadro 2) (Reeves et al.,, 1993) e 0s grupos teste receberam as dietas
acrescidas de dose de prebidtico PBY (contendo 6% FOS/inulina), variando-se
a oferta de dieta entre 15 a 20 g diarios.

Apoés o preparo das racdes foram separadas aliquotas para andlise da
composicdo de calcio e o restante foi acondicionado hermeticamente em sacos
de polietileno, identificado e armazenado em refrigerador (10-15°C) até o

momento da sua utilizacao.

Quadro 1. Composicao das dietas administradas na Fase 1

Dieta Controle | Dieta PBY
Ingredientes © (PBY)
% %
Caseina 20,00 20,00
Amido Dextrinizado 13,20 -
Sacarose 10,00 -
Oleo de Soja 7,00 7,00
Fibra (Celulose microfina) 5,00 3,02
Mistura de Minerais (AIN 93G) 3,50 3,50
Mistura de Vitaminas 1,00 1,00
L-Cistina 0,3 0,30
Bitartarato de Colina 0,25 0,25
Amido de Milho 39,75 -
Produto a base de yacon - 64,93
Total 100,00 100,00

Fonte: adaptado de Reeves et al., 1993. O produto a base de yacon
utilizado apresentou: FOS/inulina: 9,24%; sacarose: 10,08%; frutose:
12,60%; glicose: 9,40%; proteina: 0,32%; umidade: 60,66%; cinzas:
0,51%; lipidios: 0%; Célcio: 0,0045%. A quantidade de PBY adicionada
as dietas e os teores de acuUcares livres presentes no mesmo foram
descontados da sacarose, maltodextrina e amido de milho, na
proporcgéo preconizada pela AIN-93G.
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Quadro 2. Composicao das dietas administradas na Fase 2

Dieta Controle | Dieta PBY
Ingredientes © (PBY)
% %
Caseina 14,00 14,00
Amido Dextrinizado 15,50 -
Sacarose 10,00 -
Oleo de Soja 4,00 4,00
Fibra (Celulose microfina) 5,00 5,00
Mistura de Minerais (AIN 93M) 3,50 3,50
Mistura de Vitaminas 1,00 1,00
L-Cistina 0,18 0,18
Bitartarato de Colina 0,25 0,25
Amido de Milho 46,57 39,68
Produto a base de yacon - 32,39
Total 100,00 100,00

Fonte: adaptado de Reeves et al., 1993. O produto a base de yacon
utilizado apresentou: FOS/inulina: 18,52%; sacarose: 13,19%; glicose:
6,09%; proteina: 1,51%; umidade: 55,11%; cinzas: 4,72%; lipidios: 0%;
Célcio: 0,0175%. A quantidade de PBY adicionada as dietas e os
teores de acucares livres presentes no mesmo foram descontados da
sacarose, maltodextrina e amido de milho, na proporcdo preconizada
pela AIN-93G.

4.7. Cirurgia de Ovariectomia ou Celiotomia

Ao atingir 120 semanas de vida (Cheng et al., 2011; Zhang et al., 2012)
metade dos animais foi submetida a cirurgia de ovariectomia (OVX), com
incisdo abdominal para retirada dos ovarios, e a outra metade a cirurgia de
celiotomia (SHAM), com incisdo do abdémen para induzir o estresse cirtrgico e
seus efeitos, porém sem a retirada dos ovarios.

A cirurgia SHAM é considerada uma cirurgia controle, uma falsa
ovariectomia, para simulacdo do estresse cirdrgico, com abertura do abdémen
e com 0S mesmos procedimentos anestésicos e medicamentosos da cirurgia
de ovariectomia. Assim, a palavra SHAM é conhecida e reconhecida pela
comunidade académica/cientifica e ndo tem traducéo direta e exata.

Trinta minutos prévios ao inicio da cirurgia os animais receberam o anti-
inflamatorio flunixina meglumina (0,68 mg/kg) e o antibidtico enrofloxocina (10

mg/kg), ambos por via subcutdanea. Os animais foram tranquilizados com a
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associacdo de diazepan (2,5 mg/kg) e fentanil (0,03 mg/kg), por via
intraperitoneal. A indugcdo e manutengéo da anestesia foram realizadas com a
administracdo de isofluorano diluido em 100% de oxigénio, por via inalatéria,
por meio de vaporizador calibrado. A concentracdo do isofluorano foi ajustada
de forma a manter o plano anestésico adequado. Apdés a inducdo e
estabilizacdo anestésicas, os animais foram posicionados em decubito dorsal
sobre colchdo com aquecimento ativo e o campo operatério foi preparado com

iodopovidona® a 10%.

Figura 5. Fotos ilustrativas do procedimento
cirurgico a que foi submetido as ratas.

Foi utilizado o analgésico morfina na dose de 5 mg/kg por via
subcutanea. Nas primeiras 5 horas ap0s as cirurgias, 0s animais

permaneceram em camera aquecida, a fim de manter a temperatura corporal.

! Benadine Schering — Plough Veterinaria. S&o Paulo, Brasil
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Figura 6. Foto ilustrativa da camara aquecida onde as
ratas foram imediatamente colocadas apds as cirurgias.

ApGs este periodo, as ratas foram alocadas em gaiolas individuais até a
sua pronta recuperacdo (4 semanas), recebendo nesse periodo, dieta
comercial peletizada e agua ad libitum.

Os procedimentos anestésicos-cirargicos foram realizados no Hospital
Veterinario do Departamento de Veterinaria da UFV sob a responsabilidade da
Médica Veterinaria Lukiya Silva Campos Favarato (CRMV-MG n° 8981).

4.8. Determinacgdo do Balanc¢o de Calcio

Foi avaliado o balanco de calcio (Balango= Calcio ingerido — Célcio
Fecal — Calcio Urinario) e as percentagens de retencdo (% Retencdo =
Balanco/Calcio ingerido) e de absor¢édo de Calcio (% Absorcdo= Célcio ingerido
— Calcio Fecal/Calcio ingerido) (Costa, 2008). Ao final de cada uma das duas
etapas experimentais, os animais foram alocados em gaiolas metabdlicas por
24 horas para quantificar a ingestao da dieta e coletar fezes e urina, a fim de se

determinar o balanco.
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Figura 7. Foto ilustrativa das gaiolas metabdlicas utilizadas para coleta de

urina.

O balanco de célcio foi realizado durante quatro dias (Quadro 3).

Quadro 3. Cronograma da oferta de dieta e da coleta de fezes e urina

1° dia 2°dia 3°dia 4° dia 5°dia
Dieta Dieta com Dieta normal Dieta normal Dieta com
carmim carmim
Fezes Coleta de Coleta de fezes | Coleta de fezes Coleta de
fezes totais totais fezes néo
marcadas marcadas
Urina Inicio da coleta | Final da coleta

de urina

de urina

Fonte: Franco (2009)

Nesse periodo foram fornecidos, em média 22 g de dieta por dia e ao

final de 24 horas, as sobras foram pesadas nos comedouros. Foi calculada a

média diaria de dieta consumida pelos animais para ser utilizada no célculo do

balanco de célcio. Uma dieta adicionada de carmim (200 mg/100g de dieta) foi

oferecida com o objetivo de marcar as fezes com coloragdo de azul escuro,

facilitando identificar as fezes provenientes da dieta do dia de analise. No

primeiro dia do periodo delimitado para realizacdo do balanco, foi colocada

dieta marcada com carmim. Nos dois dias seguintes foram oferecidas as dietas

sem marcacédo e, no quarto dia retornou-se com a dieta marcada com carmim
(Lobo, 2007; Franco, 2009).
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O conteudo de calcio ingerido foi determinado pela média da quantidade
de dieta consumida pelos animais no periodo de avaliagdo (quatro dias)
considerando o teor desse mineral presente na dieta (0,5%) (Franco, 2009;
Junior, 2009).

As fezes foram coletadas em quatro dias. No segundo dia foram
coletadas as fezes marcadas com carmim e, no quinto dia foram coletadas as
fezes ndo marcadas. O conteudo total de fezes foi quantificado e dividido por
quatro para se obter a média diaria (Franco, 2009).

As fezes foram pesadas, acondicionadas hermeticamente em sacos
plasticos e armazenadas em congelador a -20°C até o momento das analises.
A urina foi acondicionada em tubos eppendorfs e também armazenada em
congelador a —20°C até o momento das analises (Lobo et al., 2007; Lobo et al.,
2009).

O volume de urina de 24 horas foi completado para 10 mL de agua
deionizada e centrifugado por 15 minutos a 2865 x g. Apds a centrifugacao foi
adicionado acido cloridrico a 50% (20uL/mL) para a conservagao da amostra
(Franco, 2009).

Aliquotas das fezes e do sobrenadante da urina centrifugada foram
digeridas em acido nitrico concentrado por 16 horas e, a seguir, diluidas em
agua deionizada para posterior determinacdo de calcio (Silva, 1990; AOAC,
1997).

4.9. Eutanasia dos animais

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados por uma
overdose de dioxido de carbono (Mezadri et al., 2004) para proceder as
analises subsequentes. Para avaliacao fisica e quimica dos 0ssos, 0s membros
inferiores foram desarticulados e passaram por remocao completa dos tecidos
moles, de forma que em sequéncia as tibias e os fémures fossem pesados,
identificados e acondicionados (-20°C), até o0 momento das analises (Lobo et
al., 2009; Fernandes, 2010). Foi feita a incisdo da cavidade toracica para coleta
de sangue, por puncgdo cardiaca, para proceder as andlises dos marcadores

bioquimicos do metabolismo 6sseo.
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4.10. Analise do desempenho dos animais

Os pesos dos animais e a ingestdo alimentar foram monitorados
semanalmente. O ganho de peso corporal foi determinado pela diferenca entre
0S pesos no dia da eutanasia e o do primeiro dia de experimento. Foi calculado
0 ganho de peso e o coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), de acordo com a
férmula (Franco, 2009):

[ CEA = ganho de peso (g)/ consumo alimentar (g) ]

4.11. Analise de pH, peso do ceco e acidos organicos do contetdo cecal

As amostras de conteddo cecal, foram coletadas em sacos plasticos
estéreis de polietileno da marca Whirl-Pak (Nasco Whirl-Pak®; Nasco, USA) com
capacidade de 100mL. Apés a retirada do contetudo cecal, foi realizada a
determinacdo do pH em pHmetro digital, devidamente calibrado (Teshima,
2001; Guigoz et al., 2002).

O ceco foi pesado e determinado o peso relativo conforme a equacao:
[peso relativo do ceco = peso do ceco (g) + peso corporal final (g)]. O peso
relativo do 6rgdo é uma medida mais fidedigna do que o absoluto por levar em
consideracao também o peso corporal.

Para determinacao dos acidos organicos: acido latico e acidos graxos de
cadeia curta - AGCC (acido acético, propidnico e butirico) foi utilizado método
descrito por Smiricky-Tjardes et al. (2003). As amostras do contetdo cecal
foram adiciondas de 500 pL de &cido meta-fosforico a 25%, em tubo para
microcentrifugacdo com posterior agitacdo em vortex (Velp Scientifica®,
Infrared Vortex Mixer WX; Velp Scientifica, Italy) por 30 segundos, mantidas em
repouso por 30 minutos a temperatura ambiente (+ 25°C). Apds esse periodo,
foram centrifugadas em micro centrifuga refrigerada (Centrifuge, model 5804 R;
Eppendorf do Brasil, Sdo Paulo-SP) a 14.262 x g, por 30 minutos. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo para microcentrifugacdo sendo
novamente centrifugado por 20 minutos, nas mesmas condi¢cbes descritas

anteriormente. Feito isso, 0 sobrenadante correspondente a cada amostra foi
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separado em frascos individuais, onde adicionou-se mais 400 pL de acido
meta-fosforico a 25% seguindo-se congelamento a -20°C.

Apbés esta etapa as amostras foram analisadas por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), em cromatégrafo SHIMADZU
(SPD-10AVP, (SHIMADZU do Brasil, Sdo Paulo-SP), acoplado ao Detector
Ultra Violeta (UV) utilizando-se comprimento de onda de 210 nm; coluna C18
(fase inversa) da marca BIORAD (Bio-Rad Laboratories Brazil, Rio de Janeiro),
com 30 cm x 4.5 mm de didametro, fluxo na coluna de 0,6 mL/minuto (AGCC) e
de 0,4 mL/minuto (4cido latico), pressdo na coluna de 123 Kgf/cm? (AGCC) e
de 102 Kgf/cm? (acido latico); fase mével: gua em 1% de Acido Orto Fosférico

e volume injetado de 20 pL.

4.12. Determinac&o do Contetido Mineral Osseo

Ap0s a eutanasia dos animais, a tibia direita foi retirada com o auxilio de
tesoura cirargica, sendo dissecada para a remocao dos tecidos moles, pesada
em balanca analitica digital (Shimadzu®, modelo: AY220 com precisdo de
0,0001g, Japéo) e armazenada em temperatura de -20° C até o momento das
andlises. As amostras foram preparadas sendo a tibia colocada em tubos de
ensaio individuais, especificos para a digestdo de minerais. As analises de
calcio, magnésio e fésforo foram realizadas pelo método de digestdo acida, em
bloco digestor, com 10 mL dos é&cidos nitrico (HNO3) e perclérico (HCIO,4) na
proporcdo 3:1. Para a andlise do conteddo mineral dos ossos adicionou-se a
solucéo acida, previamente mencionada, e os tubos foram mantidos em capela
de exaustdo de gases por aproximadamente 6 horas até que as tibias
estivessem totalmente dissolvidas (sem identificar fragmentos 6sseos) (Franco,
2008; Rodrigues, 2012).

Os tubos de ensaios foram aquecidos por 16 horas no bloco digestor a
uma temperatura variando entre 80 e 160°C. A cada 20 minutos a temperatura
foi elevada progressivamente em 20°C até alcancar 160°C. Apoés as primeiras 8
horas de digestéo, foram adicionados 5 mL de solucdo acida (3HNO3+ 1HCIO,)
para evitar que a solucdo secasse. Ao final da digestdao, os tubos
permaneceram na capela de exaustdo, resfriando a temperatura ambiente.
ApoOs esta etapa, o conteudo do tubo foi transferido para um baldo volumétrico
de 50 mL, completando-se o volume com agua deionizada. Deste baldo

volumétrico retirou-se uma aliquota para a leitura dos minerais.
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Posteriormente, para as analises de calcio e magnésio, ao material
digerido foi adicionado 5 mL (10%) de solucdo de cloreto de estroncio
hexahidratado (SrCl,.6H,0). Foi analisado o conteudo de caélcio, nas dietas
depois de preparadas e no produto a base de yacon. O calcio foi ainda
determinado na urina e nas fezes diluidos e na tibia inteira diluido.

Todo o material utilizado (vidraria, recipientes de plastico), para a analise
dos minerais mencionados, foi submetido previamente a lavagem em &agua
corrente e detergente neutro, imerséo por 24 horas com detergente seguida de
enxague com agua deionizada, imersdo em solucdo de acido nitrico (HNO3) a
10% por 24 horas, seguido de enxagiie com 4gua deionizada, e secagem em
estufa. Todas as etapas de enxagle foram realizadas em série de trés
repeticdes (Franco, 2009).

Os minerais (calcio, magnésio e fbésforo) foram determinados por
espectrofotometria de absorgcéo atomica (Varian - Agilente, SpectrAA 220FS -
Fast Sequencial, Austrdlia), do Departamento de Solos da Universidade
Federal de Vicosa/UFV.

4.13. Marcadores bioguimicos do metabolismo ésseo

As analises do biomarcadores 6sseos de formacéo (Fosfatase Alcalina)
e reabsorcéo (Telopeptideo Aminoterminal do Colageno tipo 1) foram realizadas
utilizando Kits comerciais. Todos os procedimentos foram realizados conforme
preconizado no manual técnico do fabricante

Para analise da Fosfatase Alcalina foi utilizado o Kit da marca Bioclin. As
amostras foram hidratadas com 200 uL de NaCl 0,9%, sendo feito a leitura em
aparelho analisador multiparamétrico para andlises bioquimicas (Alizé B.652;
Lisabio, France) no Laboratério de Biofarmacos — Departamento de Bioquimica
da Universidade Federal de Vicosa.

Os niveis séricos de Telopeptideos Aminoterminais do colageno tipo |
(NTx) foram avaliados por meio de ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme
Linked ImmunoSorbent Assay) da marca USCNK — Life Science Inc (Figura 8).
A leitura da placa foi realizada em equipamento leitor de microplaca (Versa
max, microplate reader) no Laboratério de Biotecologia Molecular -

Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Vigosa/UFV.
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Figura 8. Placa de Elisa com as amostras de soro das
ratas do estudo e com os reagentes especificos.
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4.14. Avaliagdo da Densidade Mineral Ossea

O fémur direito foi removido, os tecidos moles foram retirados e 0 0sso
foi depositado em uma gase embebida com soro fisiolégico e armazenado em
freezer a -20°C. As amostras foram descongeladas imediatamente antes das
analises (Fernandes, 2010).

A andlise da Densidade Mineral Ossea (DMO) foi realizada em
Densitometro Osseo de Raios-X (LUNAR DPX-ALPHA) (Figura 92), na
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual Paulista “Julio
Mesquita Filho” (UNESP), em Aragatuba, SP.

Figura 9. ®Densitdmetro Osseo de Raios-X. "Imagens de fémur de ratas.
Laboratério de Biofisica. Departamento de Medicina Veterinaria.
Unesp/Aracatuba-SP.

As imagens dos 0ssos (iniciais e finais) foram capturadas e analisadas

com software especifico para exames em pequenos animais (Figura 10).
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Figura 10. Software especifico para exames de DXA em pequenos
animais. Laboratério de Biofisica. Departamento de Medicina
Veterinaria. Unesp/Aracatuba-SP.

4.15. Andlise Fisica — Propriedades Biomecanicas

Figura 11. Amostras de fémures de ratas que
foram submetidos aos ensaios biomecéanicos.

A analise da resisténcia 0ssea foi realizada no mesmo fémur direito, logo
apos a analise da DMO (Fernandes, 2010). O osso foi submetido a ensaio
mecanico em maquina universal de ensaio (EMIC®, modelo DL 3000), do
Departamento de Materiais Odontolégicos e Protese da Faculdade de
Odontologia da UNESP, Aracatuba-SP, com carga aplicada a uma velocidade
de 5mm/min. Um sistema computadorizado acoplado ao aparelho registra a
forca (carga) e o deslocamento, permitindo obter o valor da forca referente a
cada deslocamento. A aquisicdo destes pontos foi realizada em intervalos
padronizados de tempo definidos pelo programa. A analise foi realizada tanto
no colo do fémur (com predominio do 0sso esponjoso) como também no terco

médio da diafise (com predominio do osso cortical).
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Foi realizado ensaio de flexdo na cabeca do fémur, com a amostra
fixada em um aparato mecéanico ficando em posicdo vertical. A cada
incremento de carga aplicada ao material o computador automaticamente
registrou a deformacéo correspondente, para, depois ser construido o grafico
carga versus deformacdo, a partir do qual pode-se a obter: forca maxima
(maior forca aplicada a amostra) e rigidez (dada pela inclinagdo da curva na
fase elastica). Também foi avaliada a tenacidade das amostras, que
corresponde a energia absorvida pelo corpo, obtida pelo célculo da area sob a

curva carga versus deformacao até o ponto de ruptura da amostra.

Figura 12. ®Aparelho Universal de Ensaio EMIC® acoplado a um
computador. "Fémur de ratas. Laboratério de Materiais Odontolégicos
e Prétese. Departamento de Odontologia. Unesp/Aracgatuba-SP.

Figura 13. Aparelho Universal de Ensaio EMIC® acoplado a um
computador. Laboratério de Materiais Odontolégicos e Protese.
Departamento de Odontologia. Unesp/Aracgatuba-SP.
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Figura 14. Captacdo dos dados pelo computador acoplado ao Aparelho
Universal de Ensaio EMIC®. Laboratério de Materiais Odontoldgicos e
Protese. Departamento de Odontologia. Unesp/Aragatuba-SP.

Na diafise femural, para melhor simular efeito da forca de compressao
exercido pelo corpo, foi utilizado um bloco obtido dessa regido do fémur,
procedendo-se da seguinte maneira: foi utilizado uma estrutura metalica e
borracha, ambos de aproximadamente 5 mm de largura e 20mm de
comprimento. Apertou-se a estrutura com alicate de modo que ele se fechasse.
Com uma ping¢a Halsted (mosquito) prendeu-se o 0sso pela estrutura. Segurou-
se a pingca e usou-se o dedo como apoio e passou-se 0 0SSO por uma serra
elétrica, de ambos os lados. Com a prépria pinc¢a retirou-se o0 0sso cortical. Em
seguida obteve-se a imagem do bloco obtido e realizou-se o ensaio de flexdo
em aparelho Universal de Ensaio EMIC® acoplado a um computador, conforme

supracitado.
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Figura 15. *Osso (fémur de rata), Pestrutura metélica e borracha (ambos de
aproximadamente 5mm de largura e 20mm de comprimento).

Figura 16. Etapa 1 para obtencédo do bloco 6sseo da regido da diafise femural. O
0ss0® é envolto medialmente pela estrutura metalica e borracha”.

Figura 17. Etapa 2 para obtencao do bloco ésseo da regido da diafise femural
Aperta-se o fémur® que esta envolto pela estrutura com borracha® por meio de
um alicate®, de modo que ela se feche.
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Figura 18. Etapa 3 para obteng&o do bloco 0sseo da regido da diafise
femural. Com uma pinca Halsted (mosquito)? prende-se o fémur ° pela
estrutura com borracha®.

Figura 19. Etapa 4 para obtenc&o do bloco 6sseo da regido da diafise femural.
Segura-se a pinca® e usando o dedo” como apoio, passa-se 0 0sso° pela serra® de
ambos os lados.
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Figura 20. Etapa 5 para obtenc¢do do bloco 6sseo da regiao da diafise femural. Abre-
se a estrutura® e retira-se o bloco de osso cortical®, como demonstrado acima.

Com as imagens dos blocos obtidos utilizou-se o programa Image J, de
dominio publico (http://rbs.info.nih.gov/ij), por meio do qual calculou-se a area

para as variaveis de interesse.
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Figura 21. Imagens de bloco ésseo da regido da diafise femural® capturadas no

7

programa Image J°. Antes de fazer o contorno no bloco 6sseo®, é necessario
editar a escala” do programa Image J, para calcular a &rea.

4.16. Andlise estatistica

As analises de variancia (ANOVA) e regressao linear foram realizadas no
software SAS® (Statistical Analysis System — SAS Institute Inc., North Carolina,
USA, 1989) versdo 9.1 licenciado para a Universidade Federal de Vicosa.

Considerou-se um nivel de significancia de 5% para todas as andlises.

Observacdo: Todas as tabelas com o resumo das analises de variancia dos
resultados dos artigos encontram-se no Apéndice | (item 9.1) e Il (item 9.2). Os
dados brutos do estudo encontram-se no Apédice Il (item 9.3).
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4.17. Aspectos Eticos

O protocolo do presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para
pesquisa com animais da Universidade Federal de Vigosa, parecer n°® 55/2011
(Anexo 8.1).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Artigo: — Pré-Experimento

“Fecal score and cecum profile of Wistar rats fed a novel yacon based product

source of Fructooligossacharides/inulin”

5.2. Artigo: — Experimento — Fase 1

“Produto a base de yacon (Smallanthus sonchifolius) contribui favoravelmente

ao metabolismo 6sseo de ratas Wistar”

5.3. Artigo: — Experimento — Fases 2 e 3

“Produto a base de yacon (Smallanthus sonchifolius) modula biomarcadores do

metabolismo 6sseo em ratas ovariectomizadas?”
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5.1. ARTIGO: — Pré-Experimento

Fecal score and cecum profile of Wistar rats fed a novel yacon based product

source of Fructooligossacharides/inulin

Abstract

Yacon (Smallanthus sonchifolius) is a functional food and its prebiotic activity
has recently been emphasized, considering the high concentrations of
fructooligosaccharides (FOS) and inulin. The objective of this study was to
evaluate different concentrations of FOS/inulin of a yacon-based product (PBY)
(0% - control group, 5%, 6%, 7.5% and 10%) on the cecal and fecal profiles in
rats. Animal performance (weight gain and feed efficiency ratio) was not
affected by increasing the concentration of FOS/inulin in the diets (P>0.05).
Animals  receiving 6% FOS/inulin in the diet presented the highest
concentrations for the Short chain fatty acids (SCFA) acetate and butyrate
(P<0.05) in the cecal contents. Basal and apical diameters as well as deph and
numbers of cecal crypts from the various treatments did not differ from the
control (P>0.05), indicating that the tested concentrations did not onset any
aberration and/or crypts overgrowth onto the cecum epithelium. Higher feces
moisture content (55.20% and 58.15%), feces weight (3.95g and 4.59q), relative
cecum weight (0.0091 and 0.0092) and osmotic diarrhea (scores between 2 and
3) were observed in the groups consuming the diets containing 7.5% and 10%
FOS/inulin, respectively. Therefore, the addition of the 6% of 6% FOS/inulin
from PBY in the diet did not cause gastrointestinal disorders and did not induce
physical undesirable changes in the cecum of Wistar rats. It is suggested that
this concentration could induce functional changes in the host and might be
used in in vivo rat models to evaluate specific functional effects of this new
functional food product.

Keywords: yacon, inulin-type fructans, cecum, feces, short chain fatty acids

1. Introduction

Yacon (Smallanthus sonchifolius), is a tuberous root of Andean origin
considered a functional food and recently its prebiotic activity has been
emphasized due to its high contents of fructooligosaccharides (FOS) and inulin
(Lobo et al., 2007; Genta et al., 2009; Ojansivu et al., 2011).
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The difference between FOS and inulin resides in the number of fructose
molecules that make up their molecular chains. In inulin, this number ranges
from 2 to 60, while in FOS the chains are smaller and typically range from 2 to
10. Inulin and FOS are also called inulin-type fructans, a generic term used to
describe oligo- or polysaccharide prebiotics in which B (2-1) fructosyl-fructose
glycosidic bonds dominate (Roberfroid, 2005; Yildiz, 2011). These bonds give
these compounds their unique structural and physiological properties (Niness,
1999). Neither man or animals possess enzymes capable of hydrolyzing these
bonds and after consumption, inulin and FOS are selectively fermented in the
colon by a group of beneficial bacteria, especially those of the genera
Bifidobacterium and Lactobacillus. They act to improve gastrointestinal function
(Cummings and Macfarlane, 2002; Pedreschi et al., 2003), generating organic
acids such as lactic acid and other short-chain fatty acids (SCFA) found in the
form of acetate, propionate and butyrate (Gibson and Roberfroid, 1995; Flamm
et al., 2001; Geyer et al., 2008) which act differently.

The commercial products currently used as prebiotics to make functional
foods are usually purified and isolated from roots of chicory and Jerusalem
artichoke, and both are expensive. The fact that the yacon root is rich in FOS
and can be consumed in natura has increased its popularity as a functional food
with the objective of reducing the risk of various types of chronic diseases such
as diabetes (Aybar et al., 2000; Genta et al., 2009), obesity (Genta et al., 2009),
dyslipidemia (Genta et al., 2005; Manrinque et al., 2005) and osteoporosis
(Lobo et al., 2007, Lobo et al., 2009).

However, the yacon root in natura has a limited shelf life due to its high
water content. Processing of this root is an alternative to increase its shelf life.
For this reason a yacon-based product (PBY) was developed with intermediate
moisture content, increased shelf-life and high flexibility of use for
supplementation of different food matrices. As a new ingredient, the PBY
concentrations with functional properties must be evaluated with respect to
safety of their consumption.

Therefore, in order for the consumption of FOS and inulin prebiotics to
benefit the host, especially in regulation of the digestive system (Wong et al.,
2006; Havenaar, 2011) and improving systemic health (Aybar et al., 2000;
Manrinque et al., 2005; Genta et al., 2009), the dose should be administered so

as to promote positive effects without causing gastrointestinal complications

81



such as abdominal distension, flatulence and/or diarrhea. The laxative effect
attributed to inulin-type fructans may be small and difficult to detect except in
carefully controlled studies (Cummings and Macfarlane, 2002).

Concentrations of FOS/inulin which may be administered in the diet is not
a topic well discussed in scientific literature. Some studies (Bouhnik et al., 1999;
Weaver et al., 2010) suggest doses that would provide the desired positive
effect without gastrointestinal irregularities, but most studies (Ohta et al., 2002;
Scholz-Arhens et al., 2002; Kruger et al., 2003; Zafar et al., 2004; Devareddy et
al., 2006; Lobo et al., 2007) do not mention the presence of diarrhea even with
concentrations of 7.5% and 10% FOS/inulin when using a purified product. In
the study conducted by Weaver et al. (2010), utilization of 10% inulin and
inulin/FOS (purified products) among other types of fibers was proposed, and it
was reported that after two weeks of the experiment it was necessary to reduce
the fiber content to 5% due to negative changes in the fecal profile. This
reinforces the importance of observing the occurrence of adverse effects
according to the FOS/inulin concentrations tested, permitting that the best
doses be used in subsequent studies.

It is therefore necessary to identify the concentration of the prebiotic
substance that will promote beneficial effects without causing gastrointestinal
disorders such as osmotic diarrhea. Due to the importance of this information
for planning intervention studies with prebiotics in the in vivo model, the
objective of the present study was to evaluate different concentrations of
FOS/inulin in a yacon-based product on the ceacum and feces profiles of Wistar

rats.

2. Material and Methods
2.1. Animals

A bioassay was conducted with 15 female Wistar rats (Rattus
novergicus, albinus variety), with 30 days of age and an average initial weight of
82.6 g. The animals were obtained from the Central Biotery of the Biological
Sciences and Health Center, Federal University of Vigosa, (Vigosa, Minas
Gerais, Brazil) and maintained in individual cages with deionized water ad
libitum, temperature-controlled environment at 22+2°C and photoperiod of 12

hours during the 28 days experimental period. Experimental procedures were
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approved by the Ethics Committee for Animal Research of the Federal

University of Vigosa, process no. 55/2011.

2.2. Experimental Design

The study was conducted in a completely by employing a completely
randomized design (CRD) with a control (0%) and four concentrations of
FOS/inulin in the yacon-based product (5%, 6%, 7.5% and 10%) and three
replications, totaling 15 experimental units. Testing doses of FOS/inulin were
chosen from scientific studies where gastro intestinal adverse effects were not
observed. For analysis of the feces weight, the experiment was performed in a
CRD with a split plot design, where the plots consisted of the FOS/inulin
concentrations and the subplots were the times for assessment of feces weight.

Food consumption , relative weight of the cecum ( RW ), animal weight
gain , cecal pH , feces moisture content, fecal score, and SCFA were
evaluated and determined after 28 days of feeding.

2.3. Experimental Diets and PBY FOS/inulin determination

Experimental diets were prepared according to the standard diet for
rodents AIN-93G, (REEVES et al. 1993) (Table 1). The amount of the PBY
added was calculated considering its FOS/inulin composition in order to
achieve 5.0%, 6.0%, 7.5% and 10% FOS/inulin concentration. The control

group received the standard diet AIN-93G with no addition of the PBY.
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Table 1. Composition of the feeding diets.

Experimental Diets

Ingredients* Control 5% 6% 7.5% 10%
g/100g diet 0% FOS/inuli ~ FOS/inuli  FOS/inuli  FOS/inulin
FOS/inulin n n n

Cornstarch 39.75 32.69 28.63 22.54 12.17
Casein 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0
Dextrinized cornstarch 13.2 - - - -
Sucrose 10.0 4.87 3.85 2.32 -
Soybean oil 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0
Fiber (microfine cellulose) 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Mineral mix 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
Vitamin mix 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
L-cystine 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Choline bitartrate 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Yacon-based product - - 25.39 30.47 38.09 50.78

PBY

*Based on the composition of AIN-93G (Reeves et al., 1993), the diet indicated for experiments
using growing rodents. The yacon-based product used presented the following composition:
14.95% FOS, 4.74% inulin, 9.34% sucrose, 3.01% glucose and 7.87% fructose. The amount of
PBY added to the diets and the concentrations of free sugars present in the diet were
subtracted from sucrose, maltodextrin and corn starch, at the ratio recommended by the AIN-
93G.

The PBY evaluated in this study is a patented process (INPI:
014110002964) and contained 19,69% FOS/inulin determined with high
performance liquid chromatography (HPLC) according to the methodology of
Kaneko et al. (1990). In short, it was employed a BIO-RAD HPX 87P column
(lead stationary phase), and purified water as the mobile phase. Samples were
diluted (1 g in 100 mL of distilled water), centrifuged at 11,269 x g, and then
filtered through a Millipore polyvinyl difluoride membrane (PVDF) with 0.22 um
porosity. The samples were then injected into a liquid chromatograph, (Varian,
ProStar 410 HPLC Auto Sampler; Varian Inc, USA) with a flow rate of 0.6

mL.min"* and column temperature of 85°C.

2.4. Animal performance

Food consumption was assessed daily and the animals were weighted
once a week. Dietary intake was estimated by the weight of feed supplied and
that of the leftover. Weight gain was calculated [weight gain = body weight of
the animal at the end of the experiment (g) — body weight of the animal at the

beginning of the experiment (g)] and the Feed Conversion Ratio [FCR = weight
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gain (g) + feed intake (g)], corresponding to the change in body weight per
gram of feed consumed (Weaver et al., 2010).

2.5. Fecal weight (FW), fecal score rate , and humididy

The FW and score were monitored daily. For the fecal score th following
scale was considered:1. Firm or normal feces consistency; 2. Viscous non-
diarrheal feces; 3. Watery feces characteristic of diarrhea (adapted from Freitas
et al., 2006). The representative images of fecal scores used in this study are

shown in Figure 1.

Figure 1. Representation of the fecal score in Wistar rats that received different
concentrations of FOS/inulin in the yacon-based product (Smallanthus
sonchifolius). A. Score 1 = Firm feces or normal consistency; B. Score 2 =
Viscous non-diarrheal feces; C. Score 3 = Watery feces characteristic of
diarrhea.

The moisture content of the feces was measured by pooling the
feces from all animals of each treatment group during an eight day
period and drying at 105°C according to AOAC(1997).

2.6. Cecum weight (CW), relative cecum weight (RW), pH, and SCFA
concentration in the cecal content

At the end of this study the animals were euthanized in a carbon dioxide
atmosphere (referencia). Cecal pH was evaluated in situ by inserting an
electrode into the ileocecal junction according to Lobo et al. (2011). The cecum
was weighed and the relative weight (RW) was calculated according to the
equation: [RW = CW (g) =+ final body weight (g)]. The cecal contents were
collected in sterile polyethylene plastic bags (Nasco Whirl-Pak®; Nasco, USA).
The method for SCFA (acetic, propionic and butyric acids) determination was

reported by Smiricky-Tjardes et al. (2003). In short, after additions of 500 uL of
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meta-phosphoric acid 25% to the cecal contents the mix were vortexed and
microcentrifuged (model 5804 R; Eppendorf do Brasil, S&do Paulo-SP), for 30
seconds. After a 30 minute standing at room temperature (x 25°C) samples
were micro centrifuged at 14.262 x g for 30 minutes The supernatant was
transferred to another microcentrifuge tube and centrifuged again for 20
minutes under the same previous conditions. Next, the supernatant
corresponding to each sample was separated into individual vials, where an
additional 400 pL of meta-phosphoric acid 25% was added followed by freezing
at -20°C. After this step the samples were analyzed in a High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) (model SPD-10AVP; SHIMADZU Brazil, S&o
Paulo-SP), coupled to the Ultra Violet detector (UV) using a wavelength of 210
nm; C18 column (reverse phase) (BIORAD; Bio-Rad Laboratories Brazil, Rio de
Janeiro) 30 cm x 4.5 mm diameter column, flow rate of 0.8 mL/min, column
pressure of 160 kg/cm?, mobile phase: water in 1% of orthophosphoric acid and

injection volume of 20 L.

2.7. Histological Analysis

The effect of consumption of PBY in the doses studied in this work, the
histology of the cecum epithelium was evaluated to verify if any adverse effect
was induced by the FOS/inulin concentrations administered to the animals. .
After evisceration the cecum fragments were extracted, fixed with formalin for
24h and processed according to the routine method for inclusion in paraffin.
After preparation of the paraffin blocks, sections were obtained with
approximately 6 um thickness. Then followed staining with hematoxylin and
eosin (HE). To count the number of crypts and to measure their depth and basal
and apical diameters, 135 fields (dimensions: 1596x1196pxIs) of histological
sections were digitized using a photomicroscope (Olympus Biological
Microscopes, CX31; Olympus, Tokyo) (10x objective) and the crypts numbers
and measurements were made in each histological field using the Image-Pro
Plus Software version 4.5 (pedir informagé&o a prof Sirlene sobre o distribuidor

desse software).

2.8. Statistical Analysis
Analyses of variance (ANOVA) and linear regression were performed
using the software SAS® (Statistical Analysis System — SAS Institute Inc., North
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Carolina, USA, 1989) version 9.1 licensed to the Federal University of Vicosa. A
significance level of 5% was considered for all analyses.

3. Results
3.1. Animal performance

Results of body weight gain, feed efficiency ratio, relative cecum weight,
feces weight, feces moisture content and feces score of rats are indicated in
Table 2.

Table 2. Body weight gain (WG), feed efficiency ratio (FER), relative cecum weight (RCW),
feces weight (FW), feces moisture content (FM) after 28 days, of administration of the diets
containing different concentrations of FOS/inulin from a yacon-based products (PBY)

Experimental Group

Variable (%) FOS/inulin P>F*
Control - 0% 5% 6% 7.5% 10%

WG(g) 112.67+7.23  102.00 +26.28 112.33+13.43 115.00 + 23.52 109.67 £9.61  0.9083

FER 0.22+0.01 0.20 + 0.06 0.21 £ 0.03 0.20 £+ 0.03 0.19 +0.02 0.9141

RCW 0.0045 + 0.0005 0.0065 + 0.0013 0.0071+0.0010 0.0091 +0.0010 0.0092 +0.0002  0.0017

FW (g) 1.22£0.32 2.21+1.00 2.77+2.27 3.95+1.54 459 + 3.03 0.0001

FM (%) 14.76 + 2.60 39.41+17.78 41.43 +5.00 55.20 +11.01 58.15 + 16.62 0.0102

Fecal score for diarrhea (1 = Firm feces or normal consistency; 2 = Viscous non-diarrheal feces; 3 =

Watery feces characteristic of diarrhea [Adapted from Freitas et al., 2006]); Significance level: 5% by the
Fischer test*.

Although the animal performance measured as WG and
FER did not change with the consumption of different concentrations of FOS
(P> 0.05) (Table 2), the increasing of the concentration of FOS/inulin in the
diets induced higher values for the variables FM, FW and RCW (P <0,05).

3.2. Fecal score rate

The fecal scores averages are depicted in figure 2.
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Figure 2. Average fecal score of Wistar rats which consumed diets containing different
concentrations of FOS/inulin in the yacon (Smallanthus sonchifolius)-based products
after 28 days of feeding. Fecal score for diarrhea (1 = Firm feces or normal
consistency; 2 = Viscous non-diarrheal feces; 3 = Watery feces characteristic of
diarrhea.

According the fecal scores, the consistency of the feces of the animals
with consumption of up to 6% FOS/inulin were normal. Higher concentrations
induced different degrees of physical changes varying from a FS of 2. (viscous

non-diarrheal feces) to 3 (watery feces characteristic of diarrhea)

3.3. pH, and concentration of SCFA in the cecal content

The cecal pH and concentrations of propionate did not vary (p>0.05).
However, the diets contatining 6% of FOS/inulin induced the highest production
of acetate (p=0,0168) and butyrate (p=0,0445) (Table 3).

Table 3. Results of cecal pH and short chain fatty acids in rats (n=3/group) after 28 days of
feeding with different concentrations of FOS/inulin in the yacon-based product (0% - control
group, 5%, 6%, 7.5% and 10%) of the experimental diets.

Experimental Group

Variable (%) FOS/inulin P>F*
Control - 0% 5% 6% 7.5% 10%

Cecal pH 6.43 £0.08 6.48 £ 0.25 6.21 + 0.49 6.70£0.21 6.75+0.38 0.2882
Acetate (umol.g™) 46.14 + 3.07 4542 +7.41 46.30 £ 9.52 43.76 +10.71 23.99+1.74 0.0168
Butirate (umol.g™) 33.43+3.76 32.56+18.74 68.77+£14.82 46.77+29.00 17.52+9.89 0.0445

Propionate (umol.g")  36.45+1.13 40.36 £+16.86 53.06+11.13 41.22+19.60 18.26+4.07 0.0761

Significance level: 5% probability by the Fischer test*.
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3.4. Histological Analysis

The variables of number of cecal crypts per histological field (NCF),
cecum crypt depth (CCD) and basal and apical diameters of cecal crypts (BDCC
and ADCC, respectively) did not differ among the treatments at 5% probability
(Table 4).

Table 4. Number of cecal crypts (NCC) per histological section, cecum crypt depth (CCD),
basal diameter of cecal crypts (BDCC) and apical diameter of cecal crypts (ADCC) after
28 days of feeding Wistar rats (n=3/group), with diets containing different concentrations
of FOS/inulin from a yacon-based product (PBY).

Experimental Group

Variable (%) FOS/inulin P>F*
Control - 0% 5% 6% 7.5% 10%
NCC 16.45 £ 4.59 14.69 + 3.19 16.17 + 3.56 15.25+0.98 1469+241 0.9338

CCD (um) 209.98 £41.70 229.53+32.15 220.75+20.43 253.57+35.66 248.76+51.86 0.1970
BDCC (um)  45.79 £5.46 48.24 + 8.86 49.05 + 0.56 52.97 +6.18 53.32+1.75 0.4361
ADCC (um) 32.21 +5.35 31.05+7.61 29.85 + 4.48 30.24 + 6.84 27.4+391 0.8834

Significance level: 5% probability by the Fischer test*.

4. Discussion

Incorporation of FOS/inulin in the diet of animals increased the cecal
weight (P <0.05), confirming previous results indicated by Weaver et al. (2010).
This result is positive since it indicates that the food matrix tested (PBY)
promotes the same effects as FOS/inulin commercialized when reaching the
cecum.

Boyle et al. (2008), when feeding rats with different FOS concentrations
(0%, 0.55%, 1.65%, 4.96% and 9.91%), also found a significant increase in
cecal weight with increase of the dose supplemented. This increase was
associated with the trophic effect of SCFA on the colonocytes. In this study,
FOS was used in its purified form, whereas in the present study the
FOS/inulin is part of the PBY. Nevertheless the increase in cecal weight was
dose-dependent as expected.

FOS and inulin, molecules soluble in water, are likely to be fermented
when reaching the cecum (Roberfroid, 2005) and thus promote an increase in
organ weight (Tortuero et al. 1997), which is due to hypertrophy of the cell wall
(Otha et al., 1998 a,b). However, the effect of complex carbohydrates in cecum
hypertrophy tends to be proportional to its fermentation (Younes et al., 1996),

with production of metabolites that stimulate cell proliferation and not only the

89



simple accumulation of substrates in the cecum. The bacterial fermentation also
induces increased water content and in the intestinal lumen for dilution of the
contents and maintenance of the osmotic pressure (Topping, 1996; Le Blay et
al., 1999).

The cecal weight also reflects the water retention capacity (Weaver et al.,
2010), since prebiotics such as inulin and FOS present an osmotic effect, which
in turn is suggested as one of the mechanisms responsible to stimulate
paracellular transport of minerals via increased mineral solubilization promoted
by the greater amount of liquid in the large intestine. It is also believed that
these non-digestible carbohydrates partially promotes hypertrophy or increase
permeability of intestinal epithelial cells by the water retention capacity which
creates a reservoir of nutrients with consequent change in the intestinal
microflora, which can also influence the absorption of minerals (Bongers et al.,
2003).

The water retention capacity refers to the ability to retain water in the
food matrix (Robertson and Eastwood, 1981). The format of the molecule and
its solubility (dispersion) in water are key-features that control its water retention
capacity. These properties are also influenced by particle size. Fibers from fruits
and vegetables tend to bind more to water than the fibers of cereals. It was
originally suggested that dietary components with a large water retention
capacity would have an effect on the generation of feces volume (McConnell et
al., 1979; Roberfroid, 2005).

Because inulin and fructooligosaccharide molecules are soluble in water
and rich in hydroxyl they have an osmotic action, which in turn results in the
laxative effect observed with ingestion of high doses (Nilsson and Bjérck, 1988).
The laxation effect of fructan prebiotics was demonstrated in a study in which
eight subjects received 15g of oligofructose for 45 days. This amount
significantly increased the average fecal weight (136g -1549g) (Gibson et al.,
1995)

Healthy subjects who received a daily dose of 4.0 g of lactulose, a
disaccharide prebiotic (Magalhdes et al., 2011), also described an increased
fecal moisture content when compared to the control (Mizota, 1996).

In the present study an increased fecal moisture content was observed

when prebiotic concentrations (FOS/inulin) was increased in the diet of rats.
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The fecal score is used to assess the feces characteristics, such as
consistency, shape and moisture content (Flickinger et al., 2003; Veronesi,
2003). In the present PBY study the experimental groups that received 7.5%
and 10% FOS/inulin in their diet, the occurrence of feces consistency loss and
the greater volume of fecal content was observed daily. However, not all
animals in the groups receiving 7.5% and 10% presented watery feces (score =
3). This reinforces the fact that there are interindividual differences in tolerance
to a single dose of FOS/inulin.

According to Vrese and Marteau (2007), diarrhea indicates increased
liquidity or decreased consistency of the feces, normally associated with an
increase in feces frequency and weight. The World Health Organization (WHO,
2011) defines diarrhea as three or more watery stools in two or more
consecutive days.

In the present study, the occurrence of persistent diarrhea was verified
(WGO, 2008) in the two groups receiving the highest FOS/inulin concentrations
(7.5% and 10%), since the episodes of watery stools, characteristics of
diarrhea, lasted more than 14 days.

The fecal volume and scores are directly influenced by the food
composition (Meyer et al., 1999). Furthermore it has also been observed that an
increase in the weight of the excreted fecal content of mice fed FOS is related
to the increased number of bacteria resulting from their extensive fermentation
(microbial biomass) (Roberfroid, 1999).

One of the main functions of the large intestine is to ferment oligo- and
polysaccharides (especially those non-digestible) and proteins that are not
completely digested in the small intestine. Fermentation products of non-
digestible carbohydrates are short chain fatty acids (SCFA) (acetic, propionic
and butyric acids), gases (H, and CO,) and bacterial biomass. Most of the
SCFA are absorbed and provide energy to the host. They can also contribute to
the regulation of metabolic pathways (Roberfroid, 2005).

The production of SCFA from fermentation of non-digestible
carbohydrates is an important nutritional factor. They may reduce the risk of
developing gastrointestinal disorders (Wong et al., 2006), cancer (Poulsen et
al., 2001) and bone disease (Weaver et al., 2010).

In this study the quantification of SCFA (anionic form) in the cecal

contents showed numerically lower concentrations of acetate, propionate and
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butyrate in the group receiving the highest concentration of FOS/inulin (10%). It
is speculated that in this group the SCFA content was more diluted due to the
higher water retention in the cecum.

The group which received 6% FOS/inulin in the diet showed numerically
higher concentrations of acetate, propionate and butyrate, suggesting that this
is the best content of FOS/inulin among those tested in this study for
incorporation into the diet of Wistar rats without causing the undesired effect of
diarrhea. Consistent with this result, this group also presented the lowest cecal
pH due to higher acidification promoted by SCFA present in the cecal
compartment.

The group which received 5% FOS/inulin presented an acetate
concentration (45.42 pmol.g™) similar to that found by Weaver et al. (2010) of
55.90 pmol.g™ and higher values for butyrate (32.56 umol.g™*) and propionate
(40.36 pmol.g™). In indicated study which the values obtained were 11.70
umol.g™ and 20.30 umol.g™, respectively. Unlike the present study, Weaver et
al. (2010) worked with purified FOS/inulin.

Havenaar (2011) pointed out that SCFA are vital to the health and well-
being of the host and that the presence of carbohydrates from dietary fiber or
prebiotics is essential to promote metabolic activity in the colon. The prebiotics
FOS/inulin are substrates that stimulate the production of SCFA.

Moreover, FOS and inulin, as well as all food substrates which are
fermented in the large intestine, when consumed in large quantities can cause
intestinal discomfort such as bloating and abdominal distension due to the
formation of gases as inevitable products of fermentation. They can also
promote laxative action and may cause diarrhea because of the osmotic effect,
already mentioned. These factors discourage consumption of high doses of
these prebiotics (Cummings and Macfarlane, 2002; Roberfroid, 2005) and
deserve more attention from the scientific community.

In rats treated with 1,2-dimethylhydrazine, the histogram of the width
could be approximated as a normal distribution. With the average + 2SD (u+20)
generally considered as the normal range. Then, crypts smaller than (u+20 =
85.6 ym) would be judged as normal and those larger than this as aberrant
(morphologically irregular crypts i.e., likely to develop malignant intestinal
tumors) (u+20 > 115 ym) (Tsukamoto et al., 2001). In the present study the

presence of FOS/inulin of the PBY did not have an adverse effect on this
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variable. As shown in Table 4, the values were between 27um and 53um,
therefore, maintained within safe measures.

Rémeésy et al. (1993) reported an increase in depth and number of cells
per crypt in rats fed diets supplemented with 15% purified inulin. Lobo et al.
(2007) evaluated the morphology of cecal mucosa in growing Wistar rats fed
diets supplemented with yacon flour (7.5% FOS) and showed that the
consumption of yacon resulted in a significant positive change (P<0.05) in cecal
histology, with an increase in crypt depth and number of crypts per microscopic
field.

In the study performed by Genta et al. (2005), histological changes were
observed in the cecum of the group of animals receiving one FOS yacon syrup
dose of 6800 mg.kg™ body weight per day (high dose), which showed a cecum

hypertrophy with increased epithelial cell size and no signs of cell swelling.

5. Conclusions

This study indicated that the consumption of PBY with FOS/inulin
concentrations greater than 6% caused osmotic diarrhea, associated with
increased relative cecum weight and fecal moisture content, weight and score.
Moreover, in the groups receiving 7.5% and 10% FOS/inulin, the content of
SCFA was lower compared to the other groups, possibly because they are
diluted due to increased water retention in the cecum. These findings refer to a
collateral effect of the fermentation of inulin-type fructans, which make up the
various positive effects expected with dietary intervention by means of these
prebiotics.

Given the above, the consumed of the PBY in concentrations of 6%
FOS/inulin might be incorporated in the diet, it is well tolerated and does not
cause gastrointestinal complications. It is suggested that at this dosage it is
possible to evaluate the potential benefits in the digestive tract and systemic
effects arising from the consumption of FOS/inulin present in the food matrix
tested (PBY).
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5.2. ARTIGO: — Experimento — Fase 1

Produto a base de yacon (Smallanthus sonchifolius) contribui favoravelmente

ao metabolismo 6sseo de ratas Wistar

RESUMO

Objetivo

Avaliar o efeito da intervencao dietética com 6% de FOS/Inulina de um produto a
base de yacon nas propriedades relacionadas ao metabolismo ésseo, em ratas
Wistar.

Métodos
Foram utilizadas 16 ratas (Rattus norvegicus, variedade albinus, classe

Rodentia), da raca Wistar, recém-desmamadas. O experimento (90 dias) foi
realizado por meio de Delineamento Inteiramente Casualizado, sendo
administrado aos animais dieta controle (n=8) e dieta acrescida da dose de
prebidtico PBY (contendo 6% de FOS/Inulina). Foram avaliadas, de acordo com
protocolos padronizados, as variaveis: ganho de peso (GP); consumo alimentar
(CA); coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA); peso relativo do ceco (PRC); pH
cecal; acidos organicos; densidade e conteddo mineral ésseo; propriedades
biomecénicas do fémur; niveis séricos de fosfatase alcalina (FA) e telopeptideo
aminoterminal do colageno tipo | (NTX); absor¢éo, balanco e retencéo de calcio
corporal. O nivel de significancia estatistica foi P<0,05 pelo teste t.

Resultados
O GP foi maior no grupo controle (C); o CA, PRC, lactato foram maiores no

grupo PBY (P<0,05). A forca maxima e rigidez na cabeca do fémur foram
percentualmente maiores no grupo PBY da mesma forma que as concentracdes
de calcio, fosforo e magnésio nas tibias. Os niveis de FA e NTx nao diferiram
entre os grupos (P>0,05). A excrecdo fecal de célcio foi maior no grupo C
(P<0,05) e a absorcao aparente fracional, absorcédo aparente, balangco mineral
de caélcio e retencdo mineral foram percentualmente maiores no grupo PBY.

Concluséo
Conclui-se que a exposicdo de ratas a dose de 6% de FOS/Inulina de um

produto a base de yacon, por um periodo de 90 dias, apresentou efeitos clinicos
promissores em relacdo a maior producdo de acetato e lactato; a menor
excrecdo de calcio fecal, e maior absorcéo aparente fracional, maior absorcao

aparente (%), maior balanco mineral e maior percentual de retencdo de calcio.
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Estes resultados presumem impacto positivo, a longo prazo, no metabolismo
0sseo.

Termos de indexagdo: Ratas. Yacon. Reteng&o Mineral. Biomecéanica
ossea.

INTRODUCAO

O yacon (Smallanthus sonchifolius) é uma raiz tuberosa de origem
andina, fonte de compostos bioativos como inulina e frutooligossacarideos
(FOS) (Genta et al., 2009; Ojansivu et al., 2011), os quais apresentam efeitos
promissores potenciais no metabolismo dsseo (Legette et al., 2012; Rodrigues
et al., 2012) .

Apo6s consumo, FOS e inulina sdo seletivamente fermentados no colon
por um grupo de bactérias benéficas, as quais (especialmente os géneros
Bifidobacterium e Lactobacillus) melhoram a funcéo gastrointestinal (Pedreschi
et al., 2003), gerando acidos organicos como lactato e outros acidos graxos de
cadeia curta (AGCC): acético, propidnico e butirico (Gibson e Roberfroid, 1995;
Geyer et al.,, 2008), que atuam melhorando a biodisponibilidade de calcio
(Scholz-Ahrens et al., 2007; Sant'‘Anna et al. 2012) e consequentemente a
estrutura 6ssea (Lobo et al., 2006; Cashman, 2007; Lobo et al., 2007 e Saulnier
et al., 2009).

A vida de prateleira do yacon é limitada devido ao elevado conteudo de
agua sendo que in natura nao é possivel encontra-lo durante todo o ano. Assim
foi desenvolvido um produto a base de yacon — PBY. Este produto € mais
estavel quimicamente e de armazenamento prolongado, sem alteracdes
significativas no perfil de carboidratos, favorecendo assim acesso continuo a
esta fonte de prebidticos.

Neste sentido, este estudo tem perfil inovador voltado a analise da
intervencdo dietética com PBY e o seu efeito em diferentes indicadores da

salde Ossea de ratas Wistar.

METODOS

O produto a base de yacon testado foi desenvolvido no Departamento de
Tecnologia de Alimentos — DTA/UFV, no entanto a descricdio do seu
desenvolvimento deve ser resguardada devido as exigéncias da solicitacdo de
patente (INPI: 014110002964).

99



As analises dos teores de carboidratos nao digeriveis, inulina e FOS do
produto desenvolvido foram realizadas no CERAT — Centro de Raizes e
Amidos Tropicais, Botucatu-SP. As concentragbes de FOS e inulina foram
mensuradas por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
conforme metodologia de Kaneko et al. (1990), com uma coluna BIO-RAD HPX
87P (fase estacionaria de chumbo), utilizando &gua purificada como fase
moével. As amostras foram diluidas (1 g em 100 mL de agua destilada),
centrifugadas a 11.269 x g, e, em seguida, filtradas através de uma membrana
de decafluoreto (PVDF) da polivinil Millipore com 0,22 um de porosidade e 13
mm de didmetro. As amostras foram entdo injetadas em cromatégrafo de alta
eficiéncia (HPLC) (Varian, ProStar 410 HPLC Auto Sampler; Varian Inc, USA)
com detector de indice de refracdo e injetor automatico, com as seguintes
condicBes de operacdo: taxa de fluxo de 0,6 mL.min" e temperatura de coluna
85°C.

Nos grupos que receberam a intervengdo com dieta teste foram
utilizados a dose de 6,0% de FOS/inulina do produto a base de yacon (PBY),
dose esta que foi escolhida apds direcionamento obtido por meio do experimento
previamente realizado.

Foram utilizadas 16 ratas (Rattus norvegicus, variedade albinus, classe
Rodentia), da raca Wistar, recém-desmamadas (30 dias de idade) provenientes
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude da
Universidade Federal de Vigosa. Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais de aco inoxidavel, em ambiente de temperatura (22+2°C) e luz
controladas, em fotoperiodo de 12 horas e receberam agua deionizada ad
libitum. O periodo experimental correspondeu a 90 dias.

O experimento foi realizado por meio de Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC), sendo administrado aos animais dieta de crescimento AIN-
93G (Reeves et al., 1993) (n=8) e dieta acrescida de dose de prebidtico PBY
(contendo 6% FOS/inulina) (n=8). Os pesos dos animais e a ingestao alimentar
foram monitorados semanalmente.

Foi avaliado o balanco de calcio (Balanco= Caélcio ingerido — Célcio
Fecal — Calcio Urinario) e as percentagens de retencdo (% Retencdo =
Balanco/Calcio ingerido) e de absorcado de Calcio (% Absorcdo= Célcio ingerido
— Calcio Fecal/Calcio ingerido) (Costa, 2008). Na semana anterior ao final do

experimento, os animais foram alocados em gaiolas metabdlicas por 24 horas
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para quantificar a ingestdo da dieta e coletar fezes e urina, a fim de se
determinar o balango.

Nesse periodo foram fornecidos, em média 22 g de dieta por dia e ao
final de 24 horas, as sobras foram pesadas nos comedouros. Foi calculada a
meédia diaria de dieta consumida pelos animais para ser utilizada no calculo do
balanco de célcio. Uma dieta adicionada de carmim foi oferecida com o objetivo
de marcar as fezes. No primeiro dia do periodo delimitado para realizacdo do
balanco, foi colocada dieta marcada com carmim. Nos dois dias seguintes
foram oferecidas as dietas sem marcacéo e, no quarto dia retornou-se com a
dieta marcada com carmim (Lobo, 2007; Franco, 2009).

O conteldo de célcio ingerido foi determinado pela média da quantidade
de dieta consumida pelos animais no periodo de avaliacdo (quatro dias)
considerando o teor desse mineral presente na dieta (0,5%) (Franco, 2009;
Junior, 2009).

As fezes foram coletadas em quatro dias. No segundo dia foram
coletadas as fezes marcadas com carmim e, no quinto dia foram coletadas as
fezes ndo marcadas. O conteudo total de fezes foi quantificado e dividido por
quatro para se obter a média diaria (Franco, 2009).

O volume de urina de 24 horas foi completado para 10 mL de agua
deionizada e centrifugado por 15 minutos a 2865 x g. Apés a centrifugacéo foi
adicionado acido cloridrico a 50% (20uL/mL) (Franco, 2009).

Aliquotas das fezes e do sobrenadante da urina centrifugada foram
digeridas em acido nitrico concentrado por 16 horas e, a seguir, diluidas em
agua deionizada para posterior determinacdo de célcio (Silva, 1990; AOAC,
1997).

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados por uma
overdose de di6xido de carbono (Mezadri et al., 2004) para proceder as
andlises subsequentes. Para avaliacao fisica e quimica dos 0ssos, 0S membros
inferiores foram desarticulados e passaram por remoc¢do completa dos tecidos
moles, de forma que em sequéncia as tibias e os fémures fossem pesados,
identificados e acondicionados (-20°C), até o0 momento das analises (Lobo et
al., 2009; Fernandes, 2010). Foi feita a incisdo da cavidade toracica para coleta
de sangue, por puncgdo cardiaca, para proceder as andlises dos marcadores

bioguimicos do metabolismo 0sseo.
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O ganho de peso corporal foi determinado pela diferenca entre os pesos
no dia da eutanasia e o do primeiro dia de experimento. Foi calculado o ganho
de peso e o coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) (Franco, 2009): CEA=
ganho de peso (g)/consumo alimentar (g).

As amostras de conteudo cecal, foram coletadas em sacos plasticos
estéreis de polietileno da marca Whirl-Pak (Nasco Whirl-Pak®; Nasco, USA) com
capacidade de 100mL. Apoés a retirada do conteudo cecal, foi realizada a
determinacdo do pH em pHmetro digital, devidamente calibrado (Teshima,
2001; Guigoz et al., 2002). O ceco foi pesado e determinado o peso relativo:
peso do ceco (g) + peso corporal final (g).

Para determinacédo dos 4cidos organicos: acido latico e acidos graxos de
cadeia curta - AGCC (acido acético, propidnico e butirico) foi utilizado método
descrito por Smiricky-Tjardes et al. (2003). As amostras do conteudo cecal
foram adiciondas de 500 pL de &cido meta-fosforico a 25%, em tubo para
microcentrifugacdo com posterior agitacdo em vortex (Velp Scientifica®,
Infrared Vortex Mixer WX; Velp Scientifica, Italy) por 30 segundos, mantidas em
repouso por 30 minutos a temperatura ambiente (£ 25°C). Apds esse periodo,
foram centrifugadas em micro centrifuga refrigerada (Centrifuge, model 5804 R;
Eppendorf do Brasil, Sdo Paulo-SP) a 14.262 x g, por 30 minutos. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo para microcentrifugacdo sendo
novamente centrifugado por 20 minutos, nas mesmas condigbes descritas
anteriormente. Feito isso, 0 sobrenadante correspondente a cada amostra foi
separado em frascos individuais, onde adicionou-se mais 400 puL de &cido
meta-fosforico a 25% seguindo-se congelamento a -20°C.

As amostras foram analisadas por meio de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC), em cromatoégrafo SHIMADZU (SPD-10AVP,
(SHIMADZU do Brasil, Sdo Paulo-SP), acoplado ao Detector Ultra Violeta (UV)
utilizando-se comprimento de onda de 210 nm; coluna C18 (fase inversa) da
marca BIORAD (Bio-Rad Laboratories Brazil, Rio de Janeiro), com 30 cm x 4.5
mm de diametro, fluxo na coluna de 0,6 mL/minuto (AGCC) e de 0,4 mL/minuto
(acido latico), pressdo na coluna de 123 Kgf/cm? (AGCC) e de 102 Kgficm?
(4cido latico); fase movel: agua em 1% de Acido Orto Fosférico e volume
injetado de 20 puL.

As andlises de calcio, magnésio e fésforo (nas tibias) foram realizadas

pelo método de digestdo acida, em bloco digestor, com 10 mL dos acidos
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nitrico (HNO3) e perclorico (HCIO,) na proporcdo 3:1. Para a analise do
conteldo mineral dos ossos adicionou-se a solugcdo A&cida, previamente
mencionada, e os tubos foram mantidos em capela de exaustdo de gases por
aproximadamente 6 horas até que as tibias estivessem totalmente dissolvidas
(Franco, 2008; Rodrigues, 2012).

Os tubos de ensaios foram aquecidos por 16 horas no bloco digestor a
uma temperatura variando entre 80 e 160°C. A cada 20 minutos a temperatura
foi elevada progressivamente em 20°C até alcancar 160°C. Apds as primeiras 8
horas de digestéo, foram adicionados 5 mL de solucdo acida (3HNO3z+ 1HCIO,)
para evitar que a solugdo secasse. Ao final da digestdo, os tubos
permaneceram na capela de exaustdo, resfriando a temperatura ambiente.
ApoOs esta etapa, o conteudo do tubo foi transferido para um baldo volumétrico
de 50 mL, completando-se o volume com &agua deionizada. Deste baldo
volumeétrico retirou-se uma aliquota para a leitura dos minerais.

Posteriormente, para as analises de calcio e magnésio, ao material
digerido foi adicionado 5 mL (10%) de solucdo de cloreto de estroncio
hexahidratado (SrCl,.6H,0).

Todo o material utilizado (vidraria, recipientes de plastico), para a analise
dos minerais mencionados, foi submetido previamente a lavagem em &gua
corrente e detergente neutro, imersao por 24 horas com detergente seguida de
enxague com agua deionizada, imersdo em solucdo de acido nitrico (HNO3) a
10% por 24 horas, seguido de enxagiie com agua deionizada, e secagem em
estufa (Franco, 2009).

Os minerais (célcio, magnésio e fbésforo) foram determinados por
espectrofotometria de absorcdo atdmica (Varian - Agilente, SpectrAA 220FS -
Fast Sequencial, Austrdlia), do Departamento de Solos da Universidade
Federal de Vigosa/UFV.

As andlises do biomarcadores 0sseos de formacédo (Fosfatase Alcalina)
e reabsorc¢éo (Telopeptideo Aminoterminal do Colageno tipo I) foram realizadas
utilizando Kits comerciais. Para analise da Fosfatase Alcalina foi utilizado o Kit
da marca Bioclin. As amostras foram hidratadas com 200 pyL de NaCl 0,9%,
sendo feito a leitura em aparelho analisador multiparamétrico para analises
bioquimicas (Alizé B.652; Lisabio, France). Os niveis séricos de Telopeptideo
AminoterminaL do colageno tipo | (NTx) foram avaliados por meio de ensaio
imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) da marca
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USCNK - Life Science Inc. A leitura da placa foi realizada em equipamento
leitor de microplaca (Versa max, microplate reader).

A andlise da Densidade Mineral Ossea (DMO) no fémur foi realizada em
Densitdmetro Osseo de Raios-X (LUNAR DPX-ALPHA), na Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho”
(UNESP), em Aracatuba, SP.

A analise da resisténcia 0ssea foi realizada no mesmo fémur, logo apés
a andlise da DMO (Fernandes, 2010). O osso foi submetido a ensaio mecanico
em maguina universal de ensaio (EMIC®, modelo DL 3000), do Departamento
de Materiais Odontolégicos e Protese da Faculdade de Odontologia da
UNESP, Aracatuba-SP, com carga aplicada a uma velocidade de Smm/min.
Um sistema computadorizado acoplado ao aparelho registra a forca (carga) e o
deslocamento, permitindo obter o valor da forca referente a cada
deslocamento. A aquisicdo destes pontos foi realizada em intervalos
padronizados de tempo definidos pelo programa. A analise foi realizada tanto
no colo do fémur (com predominio do 0Sso esponjoso) como também no terco
meédio da diafise (com predominio do osso cortical).

Foi realizado ensaio de flexdo na cabeca do fémur, com a amostra
fixada em um aparato mecanico ficando em posicdo vertical. A cada
incremento de carga aplicada ao material o computador automaticamente
registrou a deformacéo correspondente, para, depois ser construido o grafico
carga versus deformacdo, a partir do qual pode-se a obter: forca maxima
(maior forca aplicada a amostra) e rigidez (dada pela inclinagdo da curva na
fase elastica). Também foi avaliada a tenacidade das amostras, que
corresponde a energia absorvida pelo corpo, obtida pelo célculo da area sob a
curva carga versus deformacéo até o ponto de ruptura da amostra.

Na diafise femural, para melhor simular efeito da forca de compresséo
exercido pelo corpo, foi utilizado um bloco obtido dessa regido do fémur,
procedendo-se da seguinte maneira: foi utilizado uma estrutura metélica e
borracha, ambos de aproximadamente 5 mm de largura e 20mm de
comprimento. Apertou-se a estrutura com alicate de modo que ele se fechasse.
Com uma ping¢a Halsted (mosquito) prendeu-se o0 0sso pela estrutura. Segurou-
se a pinga e usou-se o dedo como apoio e passou-se 0 0SSO por uma serra
elétrica, de ambos os lados. Com a propria pinga retirou-se 0 0sso cortical. Em

seguida obteve-se a imagem do bloco obtido e realizou-se o ensaio de flexdo

104



em aparelho Universal de Ensaio EMIC® acoplado a um computador, conforme
supracitado.

Com as imagens dos blocos obtidos utilizou-se o programa Image J, de
dominio publico (http://rbs.info.nih.gov/ij), por meio do qual calculou-se a area
para as variaveis de interesse.

As analises estatisticas foram realizadas no software SAS® (Statistical
Analysis System — SAS Institute Inc., North Carolina, USA, 1989) versdo 9.1
licenciado para a Universidade Federal de Vigosa. Considerou-se um nivel de
significancia de 5% para todas as analises.

O protocolo do presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para

pesquisa com animais da Universidade Federal de Vigcosa, parecer n® 55/2011.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este é o primeiro relato na literatura que descreve os efeitos de um
produto a base de yacon (PBY) em propriedades relacionadas ao

metabolismo 6sseo em ratas Wistar.

Observou-se maior ganho de peso e coeficiente de eficiéncia alimentar
no grupo controle, embora o consumo alimentar total tenha sido maior nos

animais que consumiram o PBY (P<0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Ganho de peso corporal (GP), consumo alimentar total
(CA) e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) de ratas
(n=8/grupo), apos periodo de 90 dias, alimentadas com dieta
controle (grupo C) ou com dieta contendo 6% de FOS/inulina do
produto a base de yacon (grupo PBY).

Grupo experimental

Variavel P *
C PBY
GP(g) 182,87 + 27,957 142,00 + 19,25°  0,0113
CA (9) 1713,99 + 157,49 1940 + 106,85° 0,0119
CEA 0,10 + 0,01? 0,07+0,01®  0,0005

* Nivel de significancia: 5% de probabilidade pelo Teste t. Valores de
média + desvio padrdo seguidos de letras diferentes na mesma linha,
quando comparados, diferiram estatisticamente.
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O desempenho dos animais refletiu um paradoxo, uma vez que 0 grupo
PBY apresentou maior consumo alimentar e menor ganho de peso. Isto
evidenciou-se devido ao fato da dieta contendo o produto a base de yacon ter
um menor valor calorico que a dieta controle, pela presenca de maior conteudo
de fibras soluveis no PBY. De acordo com calculo proposto por Roberfroid et al.
(1993), o valor caldrico da dieta controle foi de 385,28 kcal/100g de dieta,
enquanto a dieta contendo PBY apresentou valor calorico de 367,28 kcal/100g.

O peso relativo do ceco foi maior (P<0,05) no grupo que recebeu dieta
contendo PBY (Tabela 2).

Tabela 2. Peso relativo do ceco (PRC), pH cecal e acidos
organicos de ratas (n=8/grupo), apdés periodo de 90 dias,
alimentadas com dieta controle (grupo C) ou com dieta contendo
6% de FOS/inulina do produto & base de yacon (grupo PBY).

Grupo experimental

Variavel P *
C PBY
PRC 0,0048 + 0,0006 0,0101
0,0035 + 0,0008% )
pH cecal 6,76 + 0,232 6,72+ 0,262 0,7903

Acetato (umol.g™) 37,99+20,76* 41,74 +2954% 0,7778
Butirato (umol.g™) 31,49+17,72* 28,78 +13,35* 0,7400
Propionato (umol.g™) 12,59 + 8,552 11,15+ 5,01 0,6927
Lactato (umol.g™) 1,23 +0,58° 3,24 +1,39°  0,0072

* Nivel de significancia: 5% de probabilidade pelo Teste t. Valores de
média + desvio padrdo seguidos de letras diferentes na mesma linha,
guando comparados, diferiram estatisticamente.

O maior peso cecal no grupo de animais que receberam PBY na
alimentacao € um indicativo da retencéo de agua promovida pelo efeito osmatico
dos prebioticos. Este efeito promove estimulo ao transporte paracelular de
minerais, por aumentar a solubilizagdo mineral em um volume maior de liquido
no intestino grosso (Bongers et al., 2003).

A concentracdo de lactato (P<0,05) foi significativamente maior (62,03%)
no grupo que recebeu a dieta com PBY. O que sugere maior atividade de
bactérias bifidas em consequéncia do estimulo advindo da dieta contendo PBY.
Entre os acidos graxos de cadeia curta, a concentracdo de acetato foi 9,87%

maior no grupo PBY, o que também indica atuagéao de bactérias bifidas.
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Verificou-se que a excrecédo fecal de célcio foi maior (26,16%) no grupo
gue recebeu dieta controle (P<0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Conteudo de calcio na urina e fezes, absorcao aparente fracional, balanco
mineral de calcio e % retencdo mineral de ratas (n=8/grupo), apés periodo de 90
dias, alimentadas com dieta controle (grupo C) ou com dieta contendo 6% de
FOS/inulina do produto a base de yacon (grupo PBY).

Grupo experimental

Variavel p *

C PBY
Contetdo de célcio ingerido (mg/dia) 110,44 + 7,22° 106,15+ 10,80% 0,3806
Caélcio urinario (mg/dia) 19,15+ 11,47°% 19,05 + 10,642  0,9868
Célcio fecal (mg/dia) 31,23+ 8,552 23,06 + 3,04° 0,0383
Absorcdo aparente fracional (mg/dia) 79,22 + 10,482 83,09+ 12,552 0,5247
Absorcao aparente (%) 71,66 + 7,852 77,98 +4,062 0,0832
Balanco mineral de célcio (mg/dia) 60,07 + 12,517 64,03 + 10,59? 0,5159
% Retengdo mineral 54,57 £ 11,542 60,27 + 8,052 0,2895

* Nivel de significancia: 5% de probabilidade pelo Teste t. Valores de média + desvio
padrdo seguidos de letras diferentes na mesma linha, quando comparados, diferiram
estatisticamente.

Absorcdo aparente fracional: Contelddo de calcio ingerido (mg) — conteddo de célcio
excretado nas fezes (mg);

Absorcdo aparente %: [Conteudo de calcio ingerido (mg) — conteldo de célcio excretado
nas fezes (mg)/ Conteldo de calcio ingerido (mg)] x 100;

Balanco mineral de calcio: [Conteldo de calcio ingerido (mg) — (conteddo de célcio
excretado nas fezes (mg) + contetdo de calcio excretado na urina (mg))];

% Retencao mineral: [Balan¢o mineral de calcio/Contetdo de célcio ingerido (mg)] x 100.

A menor excrecdo fecal de calcio no grupo PBY sugere maior
biodisponibilidade do mineral devido aos compostos bioativos (FOS e inulina)
presentes no produto a base de yacon.

Embora sem diferenca significativa, a absorcdo aparente fracional,
absorcao aparente percentual, balango mineral e percentual de retencdo de
calcio apresentaram-se como 4,88%, 8,81%, 6,59% e 10,44, respectivamente,
maiores no grupo PBY do que no grupo controle. Isto representa um indicativo
favoravel, clinicamente, em termos de absorcéo de calcio (Tabela 3).

O teor de fibras em amostra de PBY mostrou predominancia de fibra
soltvel, sendo que 19,69% foram identificadas como sendo FOS (14,95%) +
inulina (4,74%) por deteccdo em HPLC. Pelo método enzimético gravimétrico

foram detectadas 2,75% de outras fibras sollveis totalizando 22,44% de fibras
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soluveis. As fibras insolGveis encontradas foram de 1,79%. As fibras solluveis
favorecem a absorcdo mineral pelo efeito prebidtico que promovem no ceco

com consequente reducdo de pH colbénico e maior solubilizacdo do calcio.

Os valores de calcio, magnésio e fosforo ndo diferiram estatisticamente

entre os grupos (Tabela 4).

Tabela 4. Contetdo Mineral Osseo (n=8/grupo), apés periodo de 90 dias,
alimentadas com dieta controle (grupo C) ou com dieta contendo 6% de FOS/inulina
do produto a base de yacon (grupo PBY).

Grupo experimental

Variavel p*
C PBY
Peso 6sseo - Tibia (g) 0,59+0,04% 0,67 +0,112 0,1475
Célcio (%) 18,74 + 3,292 22,05 + 3,252 0,0826
Fosforo (%) 8,11+1,16% 8,77+1,72%2 0,4032
Magnésio (%) 0,19 +0,02% 0,22 +0,02°2 0,1379

* Nivel de significancia: 5% de probabilidade pelo Teste t. Valores de média + desvio
padrdo seguidos de letras diferentes na mesma linha, quando comparados, diferiram
estatisticamente.

Todavia, numericamente o contetdo de célcio no grupo PBY foi 15%
maior que no grupo C, o contetudo de fosforo mostrou-se 7% maior e o de
magnésio 14%. Em termos clinicos, as maiores variagcbes no grupo que
recebeu dieta contendo prebio6tico (PBY) sédo promissoras e podem repercutir a
médio e longo prazo positivamente nas variaveis de retencdo mineral e
resisténcia 0ssea.

Lobo et al., 2007; 2009 e Rodrigues et al., 2012 alimentaram ratos em
crescimento com farinha de yacon e constataram maior absorcao e retencéo de
calcio, magnésio e fésforo (P<0,05). A diferenca significativa na retencéo
destes minerais, ndo detectada no presente estudo, contrasta com o0s
anteriormete citados. O que pode ser explicado pelo fato das caracteristicas
intrinsecas da matriz alimentar serem diferentes bem como o tempo de
experimentacao.

No presente estudo o periodo experimental foi maior que nos estudos de
Lobo et al., 2007; 2009 e Rodrigues et al., 2012. Presume-se que quando estes
autores avaliaram a retencdo de minerais o efeito significativo se evidenciou.

Por outro lado, devido ao maior tempo de exposicdo teria ocorrido uma
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adaptacdo dos animais a intervencao dietética com o produto veiculador de
FOS/Inulina. Esta adaptacdo pode ter suprimido o efeito significativo da
reteng&o mineral no presente estudo.
A Fosfatase Alcalina sérica nao diferiu entre os grupos (P>0,05) (Figura
1). No grupo controle a concentracdo foi de 46,00 + 19,03 e no grupo PBY de
37,60 = 17,36.

70,000 - a
60,000 -

50,000

40,000 -

FAU/L

30,000
20,000

10,000 +

0,000 T
Controle PBY

Grupo Experimental

Figura 1. Conteudo sérico de Fosfatase Alcalina de ratas (n=5/grupo), apés periodo de 90
dias, alimentadas com dieta controle (grupo Controle) ou com dieta contendo 6% de
FOS/inulina do produto a base de yacon (grupo PBY). Nivel de significancia: 5% de
probabilidade pelo Teste t. Valores de média + desvio padrdo seguidos de letras iguais,
gquando comparados entre barras nao diferiram estatisticamente. P= 0,5064

O grupo controle apresentou percentualmente maior valor (10,76%) para o
marcador de reabsorcédo 6ssea - Telopeptideo aminoterminal do colageno tipo | (48,02
+ 19,99) comparado ao grupo PBY (42,85 + 16,38) (Figura 2).
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Figura 2. Conteludo sérico de Telopeptideo N-terminal do colageno tipo | (NTx I) de ratas
(n=5/grupo), apos periodo de 90 dias, alimentadas com dieta controle (grupo Controle) ou
com dieta contendo 6% de FOS/inulina do produto a base de yacon (grupo PBY). Nivel de
significancia: 5% de probabilidade pelo Teste t. Valores de média + desvio padrao seguidos
de letras iguais, quando comparados entre barras néo diferiram estatisticamente. P= 0,6774

Os marcadores Fosfatase Alcalina (formacéo 6ssea) e Telopeptideo N-
terminal do coldgeno tipo I/NTx | (reabsorcdo éssea), dosados no soro das
ratas “intactas” (sem terem sido submetidas a nenhum procedimento cirargico),
estdo relacionados ao processo natural de remodelacdo éssea, que ocorre

continuamente no tecido 6sseo.

Os valores de comprimento do fémur, densitometria mineral 6ssea
(DMO), conteddo mineral ésseo (CMO) e propriedades biomecanicas na
cabeca dos fémures das ratas ndo diferiram nos grupos C e PBY (P>0,05)
(Tabela 5). Verificou-se que a forca maxima e rigidez foram 3,23 e 15,06 vezes
maior (percentualmente) no grupo com dieta PBY. A regido da cabeca do fémur
estd mais predisposta ao risco de fratura e acredita-se que também esteja

quanto a responsividade a intervencao dietética.
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Tabela 5. Comprimento, densitometria mineral 6ssea (DMO), contedudo mineral
0sseo (CMO) e propriedades biomecéanicas dos fémures de ratas (n=8/grupo),
apos periodo de 90 dias, alimentadas com dieta controle (grupo C) ou com
dieta contendo 6% de FOS/inulina do produto & base de yacon (grupo PBY).

Grupo experimental

Variavel p*
C PBY
Comprimento do fémur (mm) 32,71+1,57% 32,78+ 1,98%  0,9356
DMO (g/cm?) 0,22 +0,01° 0,23+0,02%  0,5379
CMO (g) 0,26 +0,02° 0,27 +0,04° 0,5759
Propriedades Forca Maxima (N) 113,88 £22,45° 117,56 £ 20,88°% 0,7441

Biomecanicas da Rigidez (N.mm®) 166,00 +58,68% 191,00 +56,81% 0,4214
cabeca do fémur Tenacidade (MJ) 79,03 + 63,622 72,76 +36,33%  0,8155

* Nivel de significAncia: 5% de probabilidade pelo Teste t. Valores de média + desvio
padrdo seguidos de letras iguais na mesma linha, quando comparados, ndo diferiram
estatisticamente.

As propriedades biomecénicas na diafise femural ndo variaram (P>0,05)
entre os grupos (Tabela 6). Ressalta-se que as ratas encontravam-se “intactas”
e nao foram expostas a nenhum procedimento invasivo, como ocorre em
situacdes onde os animais sdo submetidos a um tipo de cirurgia, por exemplo.

A tendéncia (valores menores) detectada para os resultados das
propriedades biomecéanicas, da regido da diafise do fémur, no grupo que
recebeu dieta PBY pressupfe-se que esteja relacionada ao fato do tecido
0sseo cortical, qgue predomina na diafise, ser metabolicamente menos ativo que
o tecido trabecular, que predomina na cabeca do fémur (Zerbini e Souza,
2001). Essa caracteristica implica na resposta biologica a intervencéo dietética,

como supracitado.
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Tabela 6. Propriedades biomecanicas dos fémures de ratas (n=8/grupo), apos
periodo de 90 dias, alimentadas com dieta controle (grupo C) ou com dieta

contendo 6% de FOS/inulina do produto a base de yacon (grupo PBY).

Grupo experimental

C PBY
Forca Maxima (N) 503,30 + 137,43% 494,73 +186,58% 0,9197

Rigidez (N.mm™) 2193,95 + 867,49 1556,91 + 527,56 0,1192

Variavel p*

Propriedades

biomecanicas da a a
diafise femural Médulo de 2432,70 + 866,10 1869,36 + 539,35 01623
Elasticidade (Mpa) *° a ’

* Nivel de significAncia: 5% de probabilidade pelo Teste t. Valores de média + desvio
padrdo seguidos de letras iguais ha mesma linha, quando comparados, ndo diferiram
estatisticamente.

CONCLUSAO

Conclui-se que a exposicao de ratas a dose de 6% de FOS/Inulina de
um produto a base de yacon, por um periodo de 90 dias direcionou para
ocorréncia de efeitos clinicos promissores em relacdo a maior producao de
acetato e lactato; a menor excrecdo de célcio fecal; e maior absorcdo aparente
fracional, maior absorcdo aparente percentual, maior balanco mineral e maior
percentual de retencao de calcio. Estes resultados presumem impacto positivo,

a longo prazo, no metabolismo ésseo de ratas “intactas”.
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5.3. ARTIGO: — Experimento — Fases 2 e 3

Produto a base de yacon (Smallanthus sonchifolius) modula biomarcadores do

metabolismo 6sseo em ratas ovariectomizadas?

RESUMO

O yacon (Smallanthus sonchifolius) € uma raiz tuberosa fonte de inulina
e fruto-oligossacarideos-FOS, compostos bioativos prebioticos, com efeitos
favoraveis associados ao aumento da absorcdo de alguns minerais como
calcio. Isto ocorre devido a diminuicdo do pH e consequente solubilizacdo de
sais complexados. Objetivou-se avaliar o potencial modulador de um produto a
base de yacon-PBY em biomarcadores do metabolismo 6sseo em um modelo
artificial de animais com osteopenia. Foram submetidas a cirurgia de
ovariectomia (OVX n=32) e celiotomia (n=32) 64 ratas da raca Wistar, com 120
semanas de vida. Metade dos animais recebeu dieta padrao (grupo controle) e
a outra metade, dieta contendo a dose de 6,0% de FOS/inulina do PBY.
Avaliou-se de acordo com protocolos padronizados: o peso relativo do ceco
(PRC); a concentracdo de acidos organicos; a absorcdo, o balanco e a
retencdo de calcio; os niveis séricos de fosfatase alcalina (FA) e telopeptideo
aminoterminal do colageno tipo | (NTx) e propriedades biomecéanicas do fémur.
Considerou-se um nivel de significAncia de 5% para todas as analises
estatisticas, realizadas no software SAS®. O PRC e as concentracbes de
acetato e lactato foram maiores no grupo que recebeu PBY. A excrecdo de
calcio fecal no grupo de ratas ovariectomizadas (OVX) que recebeu o PBY foi
menor comparado ao grupo OVX que recebeu dieta controle (P<0,05) assim
como a excrecao de célcio urinario (P<0,10). De forma coerente foi observado
maior absorcdo, balanco e retencdo de calcio no grupo que recebeu PBY na
dieta (P<0,05). Os niveis séricos de FA foram maiores no grupo PBY
comparado ao grupo controle (P<0,05). Para o NTx 0s niveis seéricos foram
maiores no grupo controle comparado ao grupo que recebeu a dieta com PBY
(P<0,05). As propriedades biomecéanicas tanto da cabeca do fémur quanto da
diafise femural apresentaram valores percentuais maiores no grupo PBY, o que
pressupbe efeito favoravel na resisténcia Ossea. Conclui-se que o PBY
modulou favoravelmente o metabolismo 6sseo em ratas ovariectomizadas.

Termos de indexac&o: Yacon. Osteopenia. Célcio. Metabolismo Osseo.
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1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida € um fato evidente no mundo todo.
Neste cenario, algumas doencas se tornam mais frequentes no envelhecimento
incluindo a osteoporose, uma doenca O0ssea, que afeta principalmente
mulheres na pés-menopausa, €época em que se acentuam os efeitos do
hipoestrogenismo (Lima-Costa e Veras, 2003; WHO, 2010; Legette et al., 2012,
Brasil, 2013).

O decréscimo da absorcao intestinal de célcio esta entre as alteracdes
fisiologicas resultantes do envelhecimento que é exarcebado no periodo poés-
menopausa (Kim et al., 2004). Em estudos com animais e humanos, a
deficiéncia de célcio foi associada com menor formacdo éssea, concomitante
ao incremento na reabsorcao (mobilizacdo 0ssea) e fragilidade 6ssea (Tahiri et
al., 2003; Kim et al., 2004 e Lobo et al., 2007).

Assim, favorecer a biodisponibilidade de calcio pode auxiliar mulheres na
pés-menopausa a diminuir os riscos de perda 6ssea e consequentemente,
ocorréncia de osteoporose. A osteoporose é considerada a maior causa da
reducdo da qualidade de vida, devido a elevada morbidade e mortalidade, além
dos altos custos envolvidos no seu tratamento (Pereira, 2008; Won et al., 2011;
Sant’Anna et al., 2012).

Entre os compostos alimentares capazes de otimizar a absorcdo de
calcio tem-se os frutooligossacarideos (FOS) e inulina, que sao oligo e
polissacarideos prebidticos, respectivamente, em que predominam ligacdes
glicosidicas do tipo frutosil-frutose p(2-1), as quais conferem a estes compostos
suas exclusivas propriedades estruturais e fisiologicas (Niness, 1999; Kelly,
2009; Yildiz, 2011). O homem e os ratos ndo possuem enzimas capazes de
clivar essas ligacdes (Roberfroid, 2005) e apés consumo, FOS e inulina sdo
seletivamente fermentados no célon por um grupo de bactérias benéficas, as
quais (especialmente os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus) melhoram a
funcéo gastrointestinal (Pedreschi et al., 2003), gerando acidos organicos como
lactato e outros acidos graxos de cadeia curta (AGCC): acético, propidnico e
butirico (Gibson e Roberfroid, 1995; Flamm et al., 2001; Geyer et al., 2008),
gue atuam melhorando a biodisponibilidade de célcio.

As evidéncias cientificas tém direcionado que essa categoria de

prebioticos apresenta importante implicagdo na saude (Coxam, 2005;
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Roberfroid, 2005), e por isso tem sido os mais intensivamente estudados pelas
propriedades de atuar beneficamente na absor¢cao de minerais (Scholz-Ahrens
et al., 2007; Legette et al.,, 2012; Rodrigues et al., 2012) e de melhorar
estrutura 0ssea (Lobo et al., 2006; Cashman, 2007; Lobo et al., 2007 e Saulnier
et al., 2009) além da potencial capacidade de atenuar a reabsorcdo Ossea
(Weaver et al., 2010; Legette et al., 2012).

Entre as fontes naturais de frutanos do tipo inulina, tem despertado cada
vez mais a atencdo da comunidade cientifica, o yacon (Smallanthus
sonchifolius) que é uma raiz tuberosa de origem andina considerada, na
atualidade, a maior fonte vegetal de FOS (Geyer et al.,, 2008; Genta et al.,
2009; Ojansivu et al., 2011).

E importante considerar ainda que dependendo da matriz alimentar fica
mais facil ou mais dificil veicular as concentracbes funcionais para as
avaliagbes tanto em modelos animais quanto em estudos clinicos. Neste
sentido reforgca-se a importancia do produto a base de yacon (PBY),
desenvolvido na Universidade Federal de Vicosa, que facilita o consumo
humano e animal e favorece a execucdo de estudos para definir mecanismos
como o consumo de doses funcionais.

O processo passivo de absorcdo do célcio pode ser suscetivel a
modulacdo por substratos fermentaveis, como os frutanos FOS/inulina. Dessa
forma, estes compostos podem auxiliar na homeostase de célcio, deslocando o
principal sitio de absorcdo desse mineral para o intestino grosso (Coxam, 2005)
em condigcbes especificas, quando o transporte ativo de calcio esta
comprometido.

Embora a posicdo quadrupede do rato difere da posicdo bipede de
humano, as semelhancas da arquitetura da vértebra e fémur entre eles
sugerem que ratos podem ser utilizados na caracterizacdo das alteracdes
Osseas associadas a idade, fatores hormonais e efeitos terapéuticos (Lin et al.,
2003).

Assim o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito prebidtico do PBY na
modulacado de indicadores da saude 0ssea de ratas adultas ovariectomizadas e

nao ovariectomizadas.

118



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Produto a base de yacon - PBY
O produto & base de yacon testado foi desenvolvido no Departamento de
Tecnologia de Alimentos — DTA/UFV, no entanto a descricdo do seu
desenvolvimento deve ser resguardada devido as exigéncias da solicitacdo de
patente (INPI: 014110002964).

As analises dos teores de carboidratos nao digeriveis, inulina e FOS do
produto desenvolvido foram realizadas no CERAT — Centro de Raizes e
Amidos Tropicais, Botucatu-SP.

As concentragcdes de FOS e inulina foram mensuradas por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) conforme metodologia de
Kaneko et al. (1990), com uma coluna BIO-RAD HPX 87P (fase estacionéria de
chumbo), utilizando agua purificada como fase movel. As amostras foram
diluidas (1 g em 100 mL de agua destilada), centrifugadas a 11.269 x g, e, em
seqguida, filtradas através de uma membrana de decafluoreto (PVDF) da
polivinil Millipore com 0,22 um de porosidade e 13 mm de diametro. As
amostras foram entdo injetadas em cromatografo de alta eficiéncia (HPLC)
(Varian, ProStar 410 HPLC Auto Sampler; Varian Inc, USA) com detector de
indice de refracdo e injetor automatico, com as seguintes condi¢cbes de
operacdo: taxa de fluxo de 0,6 mL.min™ e temperatura de coluna 85 ° C.

Nos grupos que receberam a intervencdo com dieta teste foram

utilizados a dose de 6,0% de FOS/inulina do produto a base de yacon (PBY),
dose esta que foi escolhida apds direcionamento obtido por meio do experimento

previamente realizado.

2.2. Animais experimentais

Foram utilizadas 64 ratas (Rattus norvegicus, variedade albinus, classe
Rodentia), da raca Wistar, recém-desmamadas (30 dias de idade) provenientes
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da
Universidade Federal de Vigosa.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de ago inoxidavel, em
ambiente de temperatura (22+2°C) e luz controladas, em fotoperiodo de 12

horas e receberam agua deionizada ad libitum.
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2.3. Cirurgia de Ovariectomia ou Celiotomia
Ao atingir 120 semanas de vida (Cheng et al., 2011; Zhang et al., 2012)
metade dos animais foi submetida a cirurgia de ovariectomia (OVX), com inciséo
abdominal para retirada dos ovarios, e a outra metade a cirurgia de celiotomia
(SHAM), com incisdo do abddémen para induzir o estresse cirdrgico e seus
efeitos, porém sem a retirada dos ovarios.

Houve suspensao dos tratamentos “Wash out” de quatro semanas para
recuperacdo. Em sequéncia, durante 60 dias administrou-se a dieta AIN-93M
(Reeves et al.,, 1993) (dieta controle) e acrescida da dose de 6% de
FOS/Inulina do PBY (dieta PBY).

Os animais foram alocados em 4 grupos (n=16), por DIC em arranjo
fatorial 22 para os dois fatores cirurgia e dieta, em dois niveis: Cirurgia (com e

sem ovario), Dieta (com e sem produto a base de yacon).

2.4. Determinagao do Balanco de Célcio

Foi avaliado o balanco de calcio (Balanco= Calcio ingerido — Célcio
Fecal — Calcio Urinario) e as percentagens de retencdo (% Retencdo =
Balanco/Calcio ingerido) e de absorcdo de Calcio (% Absor¢do= Calcio ingerido
— Calcio Fecal/Calcio ingerido) (Costa, 2008).

Foram fornecidos, em média 22 g de dieta por dia e ao final de 24 horas,
as sobras foram pesadas nos comedouros. Foi calculada a média diaria de dieta
consumida pelos animais para ser utilizada no calculo do balanco de calcio.
Uma dieta adicionada de carmim foi oferecida com o objetivo de marcar as fezes
com coloracdo de azul escuro, facilitando identificar as fezes provenientes da
dieta do dia de anélise. No primeiro dia do periodo delimitado para realizacdo do
balanco, foi colocada dieta marcada com carmim. Nos dois dias seguintes foram
oferecidas as dietas sem marcacédo e, no quarto dia retornou-se com a dieta
marcada com carmim (Lobo, 2007; Franco, 2009).

O conteudo de calcio ingerido foi determinado pela média da quantidade
de dieta consumida pelos animais no periodo de avaliagdo (quatro dias)
considerando o teor desse mineral presente na dieta (0,5%) (Franco, 2009;
Junior, 2009).

As fezes foram coletadas em quatro dias. No segundo dia foram coletadas

as fezes marcadas com carmim e, no quinto dia foram coletadas as fezes nao
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marcadas. O conteudo total de fezes foi quantificado e dividido por quatro para
se obter a média diaria (Franco, 2009).

As fezes foram pesadas, acondicionadas hermeticamente em sacos
plasticos e armazenadas em congelador a -20°C até o momento das analises. A
urina foi acondicionada em tubos eppendorfs e também armazenada em
congelador a —20°C até o momento das analises (Lobo et al., 2007; Lobo et al.,
2009).

O volume de urina de 24 horas foi completado para 10 mL de agua
deionizada e centrifugado por 15 minutos a 2865 x g. Apés a centrifugacao foi
adicionado acido cloridrico a 50% (20uL/mL) para a conservagao da amostra
(Franco, 2009).

Aliguotas das fezes e do sobrenadante da urina centrifugada foram
digeridas em &cido nitrico concentrado por 16 horas e, a seguir, diluidas em
agua deionizada para posterior determinacdo de calcio (Silva, 1990; AOAC,
1997).

2.5. Desempenho dos animais

Os pesos dos animais e a ingestdo alimentar foram monitorados
semanalmente. O ganho de peso corporal foi determinado pela diferenca entre
0S pesos no dia da eutanasia e o do primeiro dia de experimento. Foi calculado
o ganho de peso e o coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) (Franco, 2009):

CEA= ganho de peso (g)/consumo alimentar (g).

2.6. Eutanasia dos animais

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados por uma
overdose de dioxido de carbono (Mezadri et al., 2004) para proceder as
analises subsequentes. Para avaliacao fisica e quimica dos 0ssos, 0s membros
inferiores foram desarticulados e passaram por remocao completa dos tecidos
moles, de forma que em sequéncia as tibias e os fémures fossem pesados,
identificados e acondicionados (-20°C), até o0 momento das analises (Lobo et
al., 2009; Fernandes, 2010). Foi feita a incisdo da cavidade toracica para coleta
de sangue, por puncgdo cardiaca, para proceder as andlises dos marcadores

bioquimicos do metabolismo 6sseo.
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2.7. Andlise de pH, peso do ceco e acidos organicos do contetudo cecal

As amostras de conteudo cecal, foram coletadas em sacos plasticos
estéreis de polietileno da marca Whirl-Pak (Nasco Whirl-Pak®; Nasco, USA) com
capacidade de 100mL. Apés a retirada do contetudo cecal, foi realizada a
determinacdo do pH em pHmetro digital, devidamente calibrado (Teshima,
2001; Guigoz et al., 2002). O ceco foi pesado e determinado o peso relativo
conforme a equacéo: [peso relativo do ceco = peso do ceco (g) + peso corporal
final (g)].

Para determinacdo dos 4cidos organicos: acido latico e acidos graxos de
cadeia curta - AGCC (acido acético, propidnico e butirico) foi utilizado método
descrito por Smiricky-Tjardes et al. (2003). As amostras do conteudo cecal
foram adiciondas de 500 pL de &cido meta-fosforico a 25%, em tubo para
microcentrifugacdo com posterior agitacdo em vortex (Velp Scientifica®,
Infrared Vortex Mixer WX; Velp Scientifica, Italy) por 30 segundos, mantidas em
repouso por 30 minutos a temperatura ambiente (x 25°C). ApGs esse periodo,
foram centrifugadas em micro centrifuga refrigerada (Centrifuge, model 5804 R;
Eppendorf do Brasil, Sdo Paulo-SP) a 14.262 x g, por 30 minutos. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo para microcentrifugagédo sendo
novamente centrifugado por 20 minutos, nas mesmas condi¢cbes descritas
anteriormente. Feito isso, 0 sobrenadante correspondente a cada amostra foi
separado em frascos individuais, onde adicionou-se mais 400 puL de &cido
meta-fosforico a 25% seguindo-se congelamento a -20°C.

ApOs esta etapa as amostras foram analisadas por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), em cromatégrafo SHIMADZU
(SPD-10AVP, (SHIMADZU do Brasil, Sdo Paulo-SP), acoplado ao Detector
Ultra Violeta (UV) utilizando-se comprimento de onda de 210 nm; coluna C18
(fase inversa) da marca BIORAD (Bio-Rad Laboratories Brazil, Rio de Janeiro),
com 30 cm x 4.5 mm de diametro, fluxo na coluna de 0,6 mL/minuto (AGCC) e
de 0,4 mL/minuto (4cido latico), presséo na coluna de 123 Kgf/cm? (AGCC) e
de 102 Kgf/cm? (acido latico); fase mével: Agua em 1% de Acido Orto Fosférico

e volume injetado de 20 pL.
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2.8. Determinagdo do Contetdo Mineral Osseo

As tibias foram colocadas em tubos de ensaio individuais, especificos
para a digestdo de minerais. As analises de calcio, magnésio e fosforo foram
realizadas pelo método de digestdo acida, em bloco digestor, com 10 mL dos
acidos nitrico (HNO3) e perclorico (HCIO,4) na proporcao 3:1. Para a analise do
conteddo mineral dos o0ssos adicionou-se a solugdo A&cida, previamente
mencionada, e os tubos foram mantidos em capela de exaustdo de gases por
aproximadamente 6 horas até que as tibias estivessem totalmente dissolvidas
(sem identificar fragmentos 6sseos) (Franco, 2008; Rodrigues, 2012).

Os tubos de ensaios foram aquecidos por 16 horas no bloco digestor a
uma temperatura variando entre 80 e 160°C. A cada 20 minutos a temperatura
foi elevada progressivamente em 20°C até alcancar 160°C. Apés as primeiras 8
horas de digestao, foram adicionados 5 mL de solu¢éo acida (3HNO3+ 1HCIO,)
para evitar que a solugdo secasse. Ao final da digestdo, os tubos
permaneceram na capela de exaustdo, resfriando a temperatura ambiente.
ApoOs esta etapa, o conteudo do tubo foi transferido para um baldo volumétrico
de 50 mL, completando-se o0 volume com agua deionizada. Deste baldo
volumeétrico retirou-se uma aliquota para a leitura dos minerais.

Posteriormente, para as analises de calcio e magnésio, ao material
digerido foi adicionado 5 mL (10%) de solucdo de cloreto de estroncio
hexahidratado (SrCl,.6H,0). Foi analisado o contetdo de calcio, nas dietas
depois de preparadas e no produto a base de yacon. O calcio foi ainda
determinado na urina e nas fezes diluidos e na tibia inteira diluido.

Todo o material utilizado (vidraria, recipientes de plastico), para a analise
dos minerais mencionados, foi submetido previamente a lavagem em &gua
corrente e detergente neutro, imerséo por 24 horas com detergente seguida de
enxague com agua deionizada, imersdo em solug¢do de acido nitrico (HNO3) a
10% por 24 horas, seguido de enxagie com agua deionizada, e secagem em
estufa. Todas as etapas de enxagie foram realizadas em série de trés
repeticdes (Franco, 2009).

Os minerais (célcio, magnésio e fbésforo) foram determinados por
espectrofotometria de absorcdo atdomica (Varian - Agilente, SpectrAA 220FS -
Fast Sequencial, Australia), do Departamento de Solos da Universidade
Federal de Vigosa/UFV.
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2.9.Marcadores bioquimicos do metabolismo ésseo

As andlises do biomarcadores 6sseos de formacao (Fosfatase Alcalina)
e reabsorcdo (Telopeptideo Aminoterminal do Colageno tipo 1) foram
realizadas utilizando Kits comerciais. Todos os procedimentos foram realizados
conforme preconizado no manual técnico do fabricante.

Para analise da Fosfatase Alcalina foi utilizado o Kit da marca Bioclin. As
amostras foram hidratadas com 200 pL de NaCl 0,9%, sendo feito a leitura em
aparelho analisador multiparamétrico para andlises bioquimicas (Alizé B.652;
Lisabio, France).

Os niveis séricos de Telopeptideos Aminoterminais do colageno tipo |
(NTx) foram avaliados por meio de ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme
Linked ImmunoSorbent Assay) da marca USCNK — Life Science Inc. A leitura
da placa foi realizada em equipamento leitor de microplaca (Versa max,

microplate reader).

2.10. Densitometria Mineral Ossea

A andlise da Densidade Mineral Ossea (DMO) do fémur foi realizada em
Densitometro Osseo de Raios-X (LUNAR DPX-ALPHA), na Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho”
(UNESP), em Aracatuba, SP.

2.11. Anélise Fisica — Propriedades Biomecéanicas

A andlise da resisténcia 0ssea foi realizada no mesmo fémur, logo apos
a andlise da DMO (Fernandes, 2010). O osso foi submetido a ensaio mecanico
em maquina universal de ensaio (EMIC®, modelo DL 3000), do Departamento
de Materiais Odontolégicos e Protese da Faculdade de Odontologia da
UNESP, Aracatuba-SP, com carga aplicada a uma velocidade de 5mm/min.
Um sistema computadorizado acoplado ao aparelho registra a forga (carga) e o
deslocamento, permitindo obter o valor da forca referente a cada
deslocamento. A aquisicdo destes pontos foi realizada em intervalos
padronizados de tempo definidos pelo programa. A analise foi realizada tanto
no colo do fémur (com predominio do 0sso esponjoso) como também no terco

meédio da diafise (com predominio do osso cortical).
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Foi realizado ensaio de flexdo na cabeca do fémur, com a amostra
fixada em um aparato mecanico ficando em posicdo vertical. A cada
incremento de carga aplicada ao material o computador automaticamente
registrou a deformacéo correspondente, para, depois ser construido o grafico
carga versus deformacdo, a partir do qual pode-se a obter: forca maxima
(maior forca aplicada a amostra) e rigidez (dada pela inclinagdo da curva na
fase elastica). Também foi avaliada a tenacidade das amostras, que
corresponde a energia absorvida pelo corpo, obtida pelo célculo da area sob a
curva carga versus deformacao até o ponto de ruptura da amostra.

Na diafise femural, para melhor simular efeito da forca de compresséo
exercido pelo corpo, foi utilizado um bloco obtido dessa regido do fémur,
procedendo-se da seguinte maneira: foi utilizado uma estrutura metalica e
borracha, ambos de aproximadamente 5 mm de largura e 20mm de
comprimento. Apertou-se a estrutura com alicate de modo que ele se fechasse.
Com uma ping¢a Halsted (mosquito) prendeu-se o 0sso pela estrutura. Segurou-
se a pingca e usou-se o dedo como apoio e passou-se 0 0SSO por uma serra
elétrica, de ambos os lados. Com a proépria pinca retirou-se o 0sso cortical. Em
seguida obteve-se a imagem do bloco obtido e realizou-se o ensaio de flexdo
em aparelho Universal de Ensaio EMIC® acoplado a um computador, conforme
supracitado.

Com as imagens dos blocos obtidos utilizou-se o programa Image J, de
dominio publico (http://rbs.info.nih.gov/ij), por meio do qual calculou-se a area

para as variaveis de interesse.

2.12.Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software SAS® (Statistical
Analysis System — SAS Institute Inc., North Carolina, USA, 1989) versdo 9.1
licenciado para a Universidade Federal de Vigosa. Considerou-se um nivel de

significancia de 5% para todas as analises.
2.13. Aspectos Eticos

O protocolo do presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para
pesquisa com animais da Universidade Federal de Vigcosa, parecer n® 55/2011.

125



3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Este estudo constitui-se no primeiro, até entdo, reportado na literatura
sobre o efeito prebidtico do PBY na modulacéo de indicadores da saude 0ssea

de ratas adultas ovariectomizadas e ndo ovariectomizadas.

Observa-se que o GP e CEA foram maiores nos animais que receberam
a dieta controle (P<0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1. Ganho de peso corporal (GP), consumo alimentar
total (CA) e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) de
ratas (n=16/grupo), apos periodo de 60 dias, para os fatores
cirurgia (com e sem ovario) e dieta (com e sem PBY).

Fatores
Variaveis c PBY
OVX  4910+2677" 21,86+ 1582"
GP @  syaM  3331+1369% 20,07 + 26,73
OVX  1272,67+127.33 137955 + 90,25
Aa
CAQ)  SHAM  125437+107.62 134631 + 62,154
Aa
OVX 0,04 + 0,022 0,02 + 0,01°°
CEA  spam 0,03 + 0,01 0,01+ 002"

OVX. Ratas ovariectomizadas; SHAM: Ratas néo
ovariectomizadas mas submetidas ao estresse cirlrgico; Dieta
controle (grupo C); dieta contendo 6% de FOS/inulina do produto
a base de yacon (grupo PBY). Valores de média + desvio padrao
seguidos de pelo menos uma mesma letra minuscula na linha e
mailscula na coluna, qguando comparados para cada variavel,
nao diferem entre si pelo teste de Fisher (P>0,05).

Ja o consumo alimentar total (CA) foi maior nos animais que receberam
a dieta com PBY (P<0,05) independente das ratas serem OVX (sem ovarios)
ou SHAM (com ovarios) (Tabela 1).

A osteopenia induzida pela ovariectomia promoveu maior ganho de peso
corporal, por elevar a deposicéo de gordura corporal (Franco, 2009). Apesar de
sem significAncia estatistica, mas em termos clinicos interessa notar que o
grupo OVX (sem ovarios) apresentou maior peso corporal em relagdo ao grupo
SHAM (com ovarios) (para os dois tipos de dieta). Nos animais que receberam
dieta contendo PBY observou-se que as OVX ganharam 8,2% a mais de peso
gue as SHAM. Nos animais que receberam dieta controle verificou-se que nas
OVX o ganho ponderal foi 33% a mais que nas SHAM. Percebe-se que os
animais que receberam dieta acrescida de PBY tiveram menor ganho de peso
gue as ratas do grupo controle, independente do tipo de cirurgia a que foram

submetidas.
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O peso relativo do ceco foi maior nos animais que receberam a dieta

com PBY independente das ratas serem OVX (sem ovario) ou SHAM (com

ovario) (P<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Peso relativo do ceco (PRC), pH cecal e concentracdo de
acidos organicos do conteudo cecal de ratas (n=16/grupo), apos
periodo de 60 dias, para os fatores cirurgia (com e sem ovario) e
dieta (com e sem PBY).

Variaveis

PRC

pH cecal

Acetato (umol.g™)

Butirato (umol.g™)

Propionato (umol.g™)

Lactato (umol.g™)

Fatores
C PBY

OVX 0,0037 + 0,0005%  0,0043 + 0,0008°
SHAM  0,0036 + 0,0009 “*  0,0037 + 0,0004 *°

OVX 6,80 + 0,212 6,85 + 0,232
SHAM 6,66 + 0,477 6,77 £ 0,227

OVX 26,62 + 11,562 31,36 + 13,48"°
SHAM 23,69 + 13,352 33,60+ 17,64°

OVX 23,53+ 952" 26,80 + 12,62
SHAM 21,10 + 14,352 29,30+ 16,17"

OVX 11,56 + 6,342 12,77 + 5,66
SHAM 9,82 + 6,38 14,85 + 11,122

OVX 1,21 + 0,542 2,00 £ 0,92
SHAM 1,22 + 0,492 2,14+ 1,137

OVX: Ratas ovariectomizadas; SHAM: Ratas ndo ovariectomizadas mas
submetidas ao estresse cirurgico; Dieta controle (grupo C); dieta contendo 6%
de FOS/inulina do produto a base de yacon (grupo PBY). Valores de média +
desvio padrao seguidos de pelo menos uma mesma letra mindscula na linha e
mailscula na coluna, quando comparados para cada varidvel, ndo diferem
entre si pelo teste de Fisher (P>0,05).

No grupo que recebeu dieta contendo PBY o0 peso relativo do ceco foi

maior, independente das ratas estarem ovariectomizadas ou néo. Isto evidencia

o efeito osmoético dos prebidticos FOS/Inulina presentes no produto testado. Este
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efeito osmotico atua como um mecanismo estimulador do transporte paracelular
de minerais, por aumentar a solubilizacdo mineral em um volume maior de
liguido no intestino grosso (Bongers et al., 2003; Weaver et al., 2010).

O pH ndo apresentou diferenca entre os grupos controle e PBY
submetidos a ovariectomia ou SHAM (P>0,05). JA em relacdo aos acidos
graxos de cadeia curta o acetato foi maior nos animais que receberam a dieta
com PBY (P<0,05) e para os demais AGCC: propionato e butirato ndo houve
diferenca entre grupos. Ja o acido organico lactato foi maior nos animais que
receberam a dieta com PBY (P<0,05) (Tabela 2), independente do tipo de
cirurgia (com retirada dos ovarios — OVX ou sem a retirada dos ovérios —
SHAM).

No grupo PBY a maior concentracdo de acetato (15,11%) e lactato
(39,50%) nas ratas sem ovario (OVX) indica o efeito prebidtico do PBY por
alterar a microbiota intestinal favorecendo a atividade de bactérias bifidas. Este
fato € uma via regulatéria importante para a biodisponibilidade do célcio,
ingerido na dieta. A presenca dos acidos organicos desencadeia a reducdo do
pH do contetdo luminal e solubiliza o calcio insoltvel presente como fosfato e
carbonato. O contetdo de calcio luminal é aumentado e consequentemente
sua absorc¢ao (Ohta et al., 1998; Kruger et al., 2003).

Outro mecanismo proposto para o efeito de carboidratos fermentaveis na
absorcdo mineral € por meio do incremento da area da superficie absortiva. Tal
fato ocorre em resposta a proliferagédo celular colénica advinda da acao dos
acidos graxos de cadeia curta (Weaver et al., 2010).

O conteltdo de calcio urinario foi menor (P= 0,08) no grupo que recebeu
dieta PBY o0 que representou, percentualmente, 13,58% maior excrecao

urindria no grupo que nao recebeu a dieta contendo PBY (Tabela 3).
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Tabela 3. Conteudo de calcio ingerido, de calcio na urina e de calcio nas
fezes de ratas (n=16/grupo), apdés periodo de 60 dias, para os fatores
cirurgia (com e sem ovario) e dieta (com e sem PBY).

Fatores
Variaveis C PBY
. . OVX 108,66 + 14,312 109,82 + 3,592
Conteudo de calcio
ingerido (mg/dia) SHAM 106,76 + 17,00 *° 108,21 + 4,93

L OVX 23,96 + 13,53 23,57 + 9,807
Célcio urinario
(mg/dia) SHAM 21,78 +11,66™ 15,96 + 8,93
s OVX 28,38 + 5,58 22,16 + 7,26 "°
Caélcio fecal
mg/dia SHAM 27,52 + 8,49"° 21,81 + 7,24"°
(mg

OVX: Ratas ovariectomizadas; SHAM: Ratas ndo ovariectomizadas mas
submetidas ao estresse cirurgico; Dieta controle (grupo C); dieta contendo 6%
de FOS/inulina do produto a base de yacon (grupo PBY). Valores de média +
desvio padrao seguidos de pelo menos uma mesma letra mindscula na linha e
mailscula na coluna, quando comparados para cada variavel, ndo diferem
entre si pelo teste de Fisher (P>0,05).

Ressalta-se também que as ratas OVX (sem ovarios) que receberam a
dieta controle apresentaram 9,09% maior excrecdo de célcio na urina quando
comparadas as ratas SHAM (com ovarios) que também receberam a dieta
controle. Segundo Gala et al. (2001), um aumento de calcio urinario na
menopausa € um dos fatores que contribui para o desenvolvimento da
osteopenia.

Ja o célcio excretado nas fezes foi maior (21,34%) nos animais que
receberam a dieta controle (P<0,05) (Tabela 3). A excrecao de célcio fecal no
grupo de ratas ovariectomizadas (sem ovarios) que recebeu o PBY foi menor
(22,16 £ 7,26) comparado ao grupo OVX que recebeu dieta controle (28,38 +
5,58) (P<0,05). A menor perda de célcio nas fezes do grupo que recebeu a
dieta contendo PBY sugere uma maior oferta de calcio corporal. Contrastando
esta observacao, de acordo com Zhang et al. (2006), a auséncia de estrogénio
estimula a menor liberagédo de vitamina D, reduzindo a absorgao intestinal de
calcio e promovendo um balanco de célcio negativo e por consequéncia menor

retencdo de célcio nos 0ssos.
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A absorcéo aparente fracional, a absorcéo aparente percentual, o balanco
mineral e percentual de retencdo de célcio foram maiores no grupo que recebeu
a dieta PBY (P<0,05). (Tabela 4)

Tabela 4. Absorcéo aparente fracional, balanco mineral de célcio e % retencéo
mineral de ratas (n=16/grupo), apos periodo de 60 dias, para os fatores cirurgia
(com e sem ovario) e dieta (com e sem PBY).

Fatores

Variaveis
Absorcao aparente fracional OVX
(mg/dia) SHAM
OovVX

=1 0

Absorgdo aparente (%) SHAM
Balango mineral de célcio OVX
(mg/dia) SHAM
OVvX

0 N
% Reteng&o mineral SHAM

C
80,23 +17,13"
79,24 + 20,17 "

73,22 + 7,527
73,33+9,80"

56,32 + 14,49
57,46 + 21,13"

51,52 + 10,11
53,15 + 15,04

PBY
87,65+ 7,517
86,40 + 6,82 *°

79,83 + 6,52°
79,92 + 6,384°

64,07 + 11,44"°
70,44 + 10,137

58,39 + 10,48°
65,21 + 9,62°

OVX: Ratas ovariectomizadas; SHAM: Ratas n&o ovariectomizadas mas submetidas
ao estresse cirdrgico; Dieta controle (grupo C); dieta contendo 6% de FOS/inulina do
produto a base de yacon (grupo PBY). Valores de média + desvio padréo seguidos de
pelo menos uma mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna, quando
comparados para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de Fisher (P>0,05).
Absorgdo aparente fracional: Contetdo de calcio ingerido (mg) - contetudo de calcio
excretado nas fezes (mg);

Absorgcdo aparente %: [Conteddo de calcio ingerido (mg) - conteddo de calcio
excretado nas fezes (mg)/ Contetdo de calcio ingerido (mg)] x 100;

Balanco mineral de célcio: [Conteldo de célcio ingerido (mg) — (contetdo de calcio
excretado nas fezes (mg) + contetdo de calcio excretado na urina (mg))];

% Retencdo mineral: [Balangco mineral de célcio/Conteudo de calcio ingerido (mg)] x
100.

No grupo OVX (sem ovario) que recebeu a dieta PBY a absorcéo
aparente fracional, a absorcéo aparente percentual, o balan¢co mineral de calcio
e a retencao deste mineral apresentaram-se 8,46%, 8,28%, 12,09% e 11,76%,
nessa ordem, maiores quando comparado as ratas OVX do grupo que recebeu
dieta controle. Pode-se inferir que o PBY modulou favoravelmente o

metabolismo de célcio nas ratas ovariectomizadas.
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A analise estatistica indicou que independente do tipo de cirurgia (sem
ovario — OVX ou com manutencdo dos ovérios — SHAM) a diferenca nos
valores médios das variaveis relacionadas ao balanco de calcio, supracitadas,

foi devido ao tipo de dieta administrada aos animais.

De acordo com Weaver et al. (2010) discrepancias entre conteudo
mineral 6sseo, densidade mineral 6ssea e entre absorcao de célcio e balanco
de célcio podem estar relacionados a efeitos de adaptacdo bem como as
diferentes sensibilidades dos ensaios bioldgicos. Parametros 6sseos poderiam
refletir efeitos iniciais da intervencéo dietética. De forma a serem detectados
num periodo inicial do estudo, e ndo em um ponto de tempo posterior. Ja a
retencdo mineral e balanco mineral refletiriam efeitos tardios observados no
final do estudo.

A adaptacdo ocorre com o transporte ativo por meio da proteina
transportadora de calcio e dependente de vitamina D. A regulacdo do
transporte ativo se da em resposta de mais célcio sendo transportado, pelo
epitélio intestinal, na presenca de fatores que melhoram o processo absortivo
(Weaver et al., 2010).

A retencdo dos minerais: célcio, magnésio, fosforo nas tibias né&o

diferiram entre os grupos (P>0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5. Contetudo Mineral nas tibias de ratas (n=16/grupo), apos periodo de
60 dias, para os fatores cirurgia (com e sem ovario) e dieta (com e sem PBY).

Fatores

Variaveis C PBY
OVX 22.04 + 4,06 23,12 + 6,04
Calcio (%) SHAM 2259 + 6,554 23,50 + 3,05
OVX 9,16 +1,27" 8,54 +2,76™
Fosforo (%) SHAM 0.14 + 2,364 9.39 + 0,77
OVX 0,20 £ 0,017 0,21 + 0,06
Magneésio (%) SHAM 0.21 + 0,052 0,21+ 0,014

OVX: Ratas ovariectomizadas; SHAM: Ratas ndo ovariectomizadas mas submetidas
ao estresse cirargico; Dieta controle (grupo C); dieta contendo 6% de FOS/inulina do
produto a base de yacon (grupo PBY). Valores de média + desvio padrao seguidos de
pelo menos uma mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna, quando
comparados para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de Fisher (P>0,05).

E provavel que o periodo de intervencéo com a dieta contendo PBY, pos
cirurgias, possa ter influenciado nestas variaveis. Possivelmente um periodo
experimental superior a 60 dias poderia detectar valores maiores e
significativos de retencdo de minerais nas tibias dos animais que receberam a
dieta com PBY.

O turnover 6sseo foi estimado pelo marcador de formacao éssea (Figura

1) e de reabsorcédo 6ssea NTx (Figura 2).
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Figura 1. Conteudo sérico de Fosfatase Alcalina (FA) de ratas (n=10/grupo), apoés
periodo de 60 dias, para os fatores cirurgia (com e sem ovario) e dieta (com e sem
PBY). OVX: Ratas ovariectomizadas; SHAM: Ratas ndo ovariectomizadas mas
submetidas ao estresse cirargico; Controle (Dieta Controle); PBY (dieta contendo 6%
de FOS/inulina do produto a base de yacon). Valores de média + desvio padrédo
seguidos de pelo menos uma mesma letra minUscula entre dietas e mailscula entre
cirurgias, quando comparados, nao diferem entre si pelo teste de Fisher (P>0,05).

Verificou-se que os niveis séricos de Fosfatase Alcalina foram maiores
(P<0,05) no grupo que recebeu a dieta PBY (SHAM= 48,55 + 15,58 e OVX=
70,9 £ 22,44) comparado ao grupo controle (SHAM= 35,50 = 10,00 e OVX=
28,90 = 7,56) ndo sendo observado diferenca significativa entre as ratas OVX
(sem ovarios) e SHAM (com ovarios). Contudo, humericamente no grupo PBY
as ratas OVX apresentaram maiores niveis de FA (59,23%) comparadas as

ratas OVX do grupo que recebeu dieta controle.

A Fosfatase Alcalina € um marcador de formacédo Ossea. Verificou-se
que os niveis séricos foram significativamente maiores no grupo que recebeu a
dieta PBY tanto para os animais SHAM quanto para os OVX. Estes niveis
foram expressivamente aumentados nas ratas OVX alimentadas com PBY, o
que poderia se justificar pelo processo de regeneragdo maior nestes animais,
em decorréncia de um mecanismo regulatorio do organismo.

Para o NTx os niveis séricos foram maiores (P<0,05) no grupo controle
(SHAM= 38,29 + 12,69 e OVX= 48,97 £ 17,41), comparados ao grupo que
recebeu a dieta com PBY (SHAM= 30,56 + 10,86 e OVX= 36,06 £+ 13,13)
(Figura 2).
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Figura 2. Conteldo sérico de telopeptideo N-terminal do colageno tipo | (NTx I) de
ratas (n=10/grupo), apOs periodo de 60 dias, para os fatores cirurgia (com e sem
ovario) e dieta (com e sem PBY). OVX: Ratas ovariectomizadas; SHAM: Ratas néo
ovariectomizadas mas submetidas ao estresse cirtrgico; Controle (Dieta Controle);
PBY (dieta contendo 6% de FOS/inulina do produto a base de yacon). Valores de
média * desvio padrdo seguidos de pelo menos uma mesma letra minUscula entre
dietas e mailscula entre cirurgias, quando comparados, nao diferem entre si pelo teste
de Fisher (P>0,05).

Observou-se que em relacdo a cirurgia (OVX — sem ovarios ou SHAM —
com ovarios), o NTx ndo diferiu estatisticamente em cada um dos grupos
avaliados (Controle e PBY). Porém, foi 26,36% menor nos animais
ovariectomizados (sem ovarios) que receberam a dieta PBY em relacdo aos
OVX que receberam dieta controle. Aspecto este positivo, visto que
principalmente considerando o grupo OVX o processo de reabsorcdo 6ssea
esta maior em virtude do hipoestrogenismo. E possivel que a presenca de
FOS/Inulina do PBY tenha contribuido na melhor regulacdo do remodelamento
0sseo atenuando o efeito de perda Ossea. As ratas SHAM (com ovarios) que
receberam dieta com PBY apresentaram menores valores de NTx (20,19%)
guando comparados com o grupo SHAM que recebeu dieta controle.

De acordo com Zafar et al. (2004) o maior efeito dos frutanos
FOS/inulina no metabolismo de célcio em ratas OVX (sem ovarios) seria

suprimindo a reabsorcao 0ssea.

A DMO e o contetdo mineral 6sseo (CMO) dos fémures das ratas
ovariectomizadas e SHAM nao diferiram estatisticamente e nem variaram em

relacéo ao tipo de dieta (P>0,05) (Tabela 6).
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Tabela 6. Densitometria mineral 6ssea (DMO) e conteudo mineral 6sseo (CMO)
dos fémures de ratas (n=16/grupo), apos periodo de 60 dias, para os fatores
cirurgia (com e sem ovario) e dieta (com e sem PBY).

Fatores
Variaveis C PBY
OVX 021 + 0,034 021+ 0,034
2
DMO (g/em) SHAM 0,23 + 0,034 0.22 + 0,042
OVX 0,31+ 0,05 0,32 + 0,06
CMO (9) SHAM 0,32 0,05 0.30 + 0,062

OVX: Ratas ovariectomizadas; SHAM: Ratas n&o ovariectomizadas mas
submetidas ao estresse cirlrgico; Dieta controle (grupo C); dieta contendo 6%
de FOS/inulina do produto a base de yacon (grupo PBY). Valores de média +
desvio padrao seguidos de pelo menos uma mesma letra mindscula na linha e
mailscula na coluna, quando comparados para cada variavel, ndo diferem
entre si pelo teste de Fisher (P>0,05).

No presente estudo o periodo poOs-ovariectomia com intervencao
dietética com PBY foi de 60 dias. Francisco et al. (2011) mencionam que 0
tempo p6s-OVX pode explicar as discrepancias reportadas na literatura em
relacdo ao impacto no tecido 6sseo. Jiang et al. (2008) descreveram que o
processo de ovariectomia ndo modulou a densidade mineral ou rigidez
0ssea em ratas, conforme observado neste estudo.

As propriedades biomecéanicas da cabeca do fémur: forca maxima,
rigidez e tenacidade também nao variaram em relacao aos tipos de cirurgias
e de dietas (P>0,05) (Tabela 7).
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Tabela 7. Propriedades biomecéanicas dos fémures (regido da cabeca) de
ratas (n=16/grupo), apds periodo de 60 dias, para os fatores cirurgia (com
e sem ovario) e dieta (com e sem PBY).

Fatores
Variaveis C PBY
ovX 116,09 + 30,88"* 125,58 + 14,64
SHAM 129,89 +31,54"* 125,08 + 26,67 "

Forca Maxima (N)

OVX 195,29 + 90,61"* 241,65 + 65,86

. . _1
Rigidez (N.mm"~) SHAM 26574 +91,19”% 238,26 + 49,16
OVX 60,81 + 22,462 68,06 + 27,882

Tenacidade (MJ) SHAM 5587 +26,07* 5561 + 20,08

OVX: Ratas ovariectomizadas; SHAM: Ratas nao ovariectomizadas mas
submetidas ao estresse cirlrgico; Dieta controle (grupo C); dieta contendo 6%
de FOS/inulina do produto a base de yacon (grupo PBY). Valores de média +
desvio padrdo seguidos de pelo menos uma mesma letra mindscula na linha e
mailscula na coluna, quando comparados para cada variavel, ndo diferem
entre si pelo teste de Fisher (P>0,05).

Entretanto, a forca méxima, a rigidez e a tenacidade foram 8,17%,
23,73% e 11,92% maiores nos animais ovariectomizados (sem ovarios) do
grupo PBY comparados aos ovariectomizados do grupo que recebeu dieta
controle. Presume-se que tais percentuais, SAo expressivos em termos clinicos
e podem predizer melhor saude Ossea.

A mesma tendéncia (maiores valores percentuais) para as propriedades
biomecéanicas da diafise do fémur foram observadas no grupo que recebeu
dieta com PBY (Tabela 8).
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Tabela 8. Propriedades biomecanicas dos fémures (regido da diafise) de ratas
(n=16/grupo), apds periodo de 60 dias, para os fatores cirurgia (com e sem
ovario) e dieta (com e sem PBY).

Fatores
Variaveis C PBY
OVX 559,31 + 212,02 632,01 + 148,41
SHAM 642,19 + 174,032 602,00 + 153,83

Forca Maxima (N)

OVX ~ 2227.33+133561°% 228375 + 1007,25
. . _1
Rigidez (N.mm") SHAM 227135+ 1116,94% 220231 + 956,952
Aa Aa

odulo de Elasticiqaqe | OVX 245457138347 264261+ 125451
(Mpa) SHAM  2562,08  1087,68%%  2674,94 + 1268,2942

OVX: Ratas ovariectomizadas; SHAM: Ratas ndo ovariectomizadas mas submetidas
ao estresse cirargico; Dieta controle (grupo C); dieta contendo 6% de FOS/inulina do
produto a base de yacon (grupo PBY). Valores de média + desvio padrao seguidos de
pelo menos uma mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna, quando
comparados para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de Fisher (P>0,05).

A forca maxima, a rigidez e o moédulo de elasticidade da diafise femural
apresentaram diferenga numeérica maior (12%), (2,5%) e (7,0%),
respectivamente, no grupo OVX (sem ovarios) que recebeu dieta contendo
PBY. Tal resultado condiz com o objetivo final dos alimentos funcionais em
relacdo a saude Ossea que é aumentar a resisténcia a fratura (Weaver et al.,
2010).

Cerca de 80 a 90% do volume total do osso cortical (que predomina na
regido da diafise femural) esta calcificado, enquanto que, o volume de 0sso
trabecular calcificado (que predomina na cabeca do fémur) € da ordem dos 15
a 25%. Assim o osso cortical tem uma maior densidade e uma menor
porosidade (Junqueira, 2008).

Como a resisténcia de um osso as for¢cas de compresséao é proporcional
ao quadrado da sua densidade, 0 moOdulo de elasticidade e,
consequentemente, a resisténcia mecanica do osso cortical pode atingir 10

vezes a do 0sso esponjoso (Junqueira, 2008).
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3. CONCLUSAO

O grupo de ratas que recebeu o produto a base de yacon na dieta
apresentou maior peso relativo do ceco e maior concentracdo de acetato e
lactato no conteudo cecal.

Em termos clinicos observou-se que a dieta com PBY diminuiu nas ratas
OVX (sem ovarios) e SHAM (com ovarios) os niveis de excrecdo de calcio nas
fezes e urina com impacto positivo e signficativo na absorcdo e retencao de
calcio corporal.

Os niveis séricos de FA foram maiores no grupo PBY comparado ao
grupo controle, ndo sendo observada diferenga significativa entre as ratas OVX
e SHAM. As ratas OVX alimentadas com PBY apresentaram maiores niveis de
fosfatase alcalina.

No grupo PBY os niveis séricos do marcador de reabsorcdo 6ssea NTX,
qgue normalmente mostram-se elevados na deficiéncia de estrogénio, foram
menores. Isso poderia indicar atenuacao do processo de perda 0ssea nas ratas
ovariectomizadas.

As propriedades biomecanicas tanto da cabeca do fémur quanto da
diafise femural apresentaram valores percentuais maiores no grupo PBY, o que
pressupde maior resisténcia 6ssea.

Héa perspectivas que o PBY possa ser uma alternativa promissora para
atenuar os efeitos deletérios no metabolismo ésseo advindos da osteopenia em
modelo animal. Ressalta-se que o impacto da deficiéncia de estrogénio
(ovariectomia) combinada a uma dieta contendo produto a base de yacon
(fonte de frutanos tipo inulina que potencializam a absorcdo de calcio)
demanda mais investigagbes sistematicas mas os indicios encontrados neste
estudo sédo positivos.

Sugere-se um periodo maior de exposicdo a osteopenia (tempo poés
ovariectomia) concomitante a intervencdo dietética com PBY. Sabe-se que é
elevado o custo para manter os animais por um longo periodo experimental,

mas € necessario mais tempo de intervencdo para melhores elucidacoes.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Este estudo € pioneiro na literatura ao informar sobre o efeito prebittico
do PBY na modulacdo de indicadores da saude éssea de ratas adultas

intactas, ovariectomizadas e celiotomizadas (ndo ovariectomizadas — SHAM).

Fase 1 do experimento:

Conclui-se que a exposicao de ratas (em condi¢des clinicas adequadas)
a dose de 6% de FOS/Inulina de um produto a base de yacon, por um periodo
de 90 dias exerce efeitos clinicos promissores em relacdo a maior producao de
acetato e lactato; a menor excrecdo de célcio fecal; e maior absorcédo aparente
fracional, maior absorcdo aparente percentual, maior balangco mineral e maior
percentual de retencao de calcio. Estes resultados presumem impacto positivo,

a longo prazo, no metabolismo 4sseo.

Fases 2 e 3 do experimento:

O grupo de ratas que recebeu o produto a base de yacon na dieta
apresentou maior peso relativo do ceco e maior concentracdo de acetato e
lactato no conteudo cecal.

Em termos clinicos observou-se que a dieta com PBY diminuiu nas ratas
OVX (sem ovérios) e SHAM (com ovarios) os niveis de excre¢do de célcio nas
fezes e urina com impacto positivo e signficativo na absorcdo e retencao de
calcio corporal.

Os niveis séricos de FA foram maiores no grupo PBY comparado ao
grupo controle, ndo sendo observada diferenca significativa entre as ratas OVX
e SHAM. As ratas OVX alimentadas com PBY apresentaram maiores niveis de
fosfatase alcalina.

No grupo PBY os niveis séricos do marcador de reabsorcéo 0ssea NTX,
gue normalmente mostram-se elevados na deficiéncia de estrogénio, foram
menores. Isso poderia indicar atenuagdo do processo de perda 6ssea nas ratas

ovariectomizadas.
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As propriedades biomecanicas tanto da cabeca do fémur quanto da
diafise femural apresentaram valores percentuais maiores no grupo PBY, o que
pressupde maior resisténcia 0ssea.

Ha perspectivas que o PBY possa ser uma alternativa promissora para
atenuar os efeitos deletérios no metabolismo 6sseo advindos da osteopenia em
modelo animal. Ressalta-se que o impacto da deficiéncia de estrogénio
(ovariectomia) combinada a uma dieta contendo produto a base de yacon
(fonte de frutanos tipo inulina que potencializam a absorcdo de calcio)
demanda mais investigacdes sistematicas mas os indicios encontrados neste
estudo sdo positivos.

Sugere-se um periodo maior de exposicdo a osteopenia (tempo pés
ovariectomia) concomitante a intervencéo dietética com PBY. Sabe-se que é
elevado o custo para manter os animais por um longo periodo experimental,

mas é necessario mais tempo de intervengao para melhores elucidagoes.
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8. ANEXOS

8.1. Termo de aprovacgéo da pesquisa com animais pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Vigosa.

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

COMISSAO DE LTICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
ampus Universitdrio - Vigosa, MG - 36570-000 - Telefone: (31) 3899-3 783

Vigosa, 29 de agosto de 2011.

Ilma. Sra.
Professora Célia Lucia de Luces Fortes Ferreira
Departamento de Tecnologia de Alimentos

Senhora Coordenadora:

Apds avaliagdo da Metodologia utilizada no Projeto de Pesquisa n° 55/2011 e
intitulado “Efeito do yacon (Smallanthus sonchifolius) na modulacdo de indicadores da
satide 6ssea em modelo murino”, a CEUA/UFYV emitiu parecer favorével ao protocolo
de utilizagfo de animais proposto, baseado nas Normas para o uso de animais no ensino,
pesquisa e extensdo do DVT/UFV, no Cédigo de Etica Profissional do Médico
Veterindrio, nas Normas do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal) e
na legislagio vigente.

-

e

Atgnciosamente,

Prof¢ssor Cldudia’ César Fonseca
Comissdo de Eti¢a para o Uso de Animais da UFV - CEUA.

/ths.
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Sz MINISTERIO DA EDUCACAO
‘ Ax% UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
g

R & COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
Campus Universitario - Vigosa, MG - 36570-000 - Telefone: (31) 3899-3783

CERTIFICADO

A Comissfo de Etica para Uso de Animais — CEUA / UFV certifica
que o processo n.° 55 / 2011, intitulado “Efeito do yacon (Smallanthus
sonchifolius) na modulagdo de indicadores da saude dssea em modelo
murino” coordenado pela professora Célia Licia de Luces Fortes Ferreira,
do Departamento de Tecnologia de Alimentos, estd de acordo com o
Cédigo de Etica Profissional do Médico Veterinario, com os Principios
Eticos na Experimentacio Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e com a legislagio vigente, tendo sido
aprovado por esta Comissdo em 24/08/2011.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use / UFV certify that the process
number 55 / 2011, named “Effect of yacon (Smallanthus sonchifolius)
in the modulation of indicators of bone health in murine model” is in
agreement with the Medical Veterinary Professional Ethdi’%cs‘“Code, with
the Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian
College for Animal Experimentation (COBEA) and with actual Brazilian
legislation. This Institutional Commission on August 24, 2011 approved

this process.
/ / Vigosa, 24 de agosto de 2011.
Prof soérgc{éudio ésar Fonseca

Comissdo de Etica para o Uso de Animais da UFV - CEUA
Coordenador
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9. APENDICES

9.1. Apéndice |
Tabelas da anélise de variancia referente aos dados do artigo: “Fecal score
and cecum profile of Wistar rats fed a novel yacon based product source of

Fructooligossacharides/inulin”

Tabela A. Resumo da ANOVA das variaveis testadas de acordo com a
concentracdo de FOS/inulina do yacon (Smllanthus sonchifolius).

Variavel FV GL QM Prob > F
GP Concentragdo FOS/inulina 4 75,8300 0.9083
Residuo 10 313,8000 ’
CEA Concentragdo FOS/inulina 4 0,0003 0.9141
Residuo 10 0,0011 ’
PRC Concentragdo FOS/inulina 4 0,0001 0.0017
Residuo 10 0,0001 ’
PF Concentragdo FOS/inulina 4 136,2600 0,0001
Residuo (a) 10 7,1900
Dias 24 6,2000 0,0137
~ Lo
Cpncentragao FOS/inulina 96 2,8900 0.8245
Dias
Residuo (b) 240 3,4200
UF Concentragdo FOS/inulina 4 887,7900 0,0102
Residuo 10 149,1000
pH cecal Concentragdo FOS/inulina 4 0,1447 0.2882
Residuo 10 0,0998 ’
Propionato Concentragdo FOS/inulina 4 475,8900 0,0761
Residuo 10 162,0200
Acetato Concentragdo FOS/inulina 4 278,0300 0.0168
Residuo 10 54,5700 ’
Butirato Concentragdo FOS/inulina 4 1107,9500 0.0445
Residuo 10 304,8000 ’
NCC Concentragdo FOS/inulina 4 2,0100 0,9338
Residuo 10 10,1600
PCC Concentragdo FOS/inulina 4 946,6700 0,1970
Residuo 10 513,2400
DBCC Concentragdo FOS/inulina 4 31,0700 0,4361
Residuo 10 30,0400
DACC Concentracdo FOS/inulina 4 9,5100 0,8834
Residuo 10 33,7900

FV: fonte de variacdo; GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; GP: Ganho de peso; CEA: Coeficiente
de Eficiéncia Alimentar; PRC: peso relativo do ceco; PF: Peso das fezes; UF: Umidade das fezes; NCC: n°
de criptas do ceco por campo microscopico; PCC: profundidade das criptas do ceco; DBCC: diametro basal
de criptas do ceco; DACC: diametro apical de criptas do ceco. Nivel de significancia: 5% de probabilidade
pelo teste de Fischer*.
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Tabela B. Modelos de equacdo de regressdo da variacdo do peso relativo do ceco
(PRC), umidade das fezes (UF) e acetato em fun¢éo da concentracdo de FOS/inulina e
seus respectivos coeficientes de determinacéo (R?) e niveis de probabilidade (P).

Variavel Modelo de regressédo R Prob>F
PRC 0,0043 + 0,0004X 0,9727 < 0,0001
UF 15,7760 + 4,5637X 0,9642 0,0002

Acetato 51,4141 -1,8055X 0,4819 0,0270

X = Concentragdo de FOS/inulina
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9.2. Apéndice ll

Tabelas da analise de variancia referente aos dados do artigo:
“Produto a base de yacon (Smallanthus sonchifolius) modula biomarcadores do

metabolismo 6sseo em ratas ovariectomizadas?”

Tabela A. Resumo da ANOVA das variaveis testadas de acordo com os fatores
cirurgia e dieta.

Variavel FV GL QM Prob > F
GP Dieta 1 6020,0600 0,0007
Cirurgia 1 1140,3100 0,1218
Dieta * Cirurgia 1 726,7600 0,2149
Residuo 55 461,6400
CA Dieta 1 144592,4100 0,0004
Cirurgia 1 9719,0500 0,3367
Dieta * Cirurgia 1 816,0900 0,7799
Residuo 55 10348,0800
CEA Dieta 1 0,0042 0,0002
Cirurgia 1 0,0006 0,1393
Dieta * Cirurgia 1 0,0005 0,1863
Residuo 55 0,0003

FV: fonte de variacdo; GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Cirurgia (OVX ou SHAM);
Dieta (Controle ou com 6% de FOS/inulina do produto a base de yacon - PBY); GP: Ganho de
peso; CA: Consumo alimentar total; CEA: Coeficiente de Eficiéncia Alimentar. *Nivel de
significancia: 5% de probabilidade pelo teste de Fischer.

Tabela B. Resumo da ANOVA das variaveis testadas de acordo com os fatores
cirurgia e dieta.

Variavel FV GL QM Prob > F
PRC Dieta 1 2,4900 0,0007
Cirurgia 1 1,9400 0,1113
Dieta * Cirurgia 1 7,0100 0,1858
Residuo 59 0,500
pH cecal Dieta 1 0,1300 0,2337
Cirurgia 1 0,1900 0,1494
Dieta * Cirurgia 1 0,0500 0,4729
Residuo 60 0,0900
Acetato Dieta 1 858,0700 0,0433
Cirurgia 1 1,8900 0,9231
Dieta * Cirurgia 1 107,1700 0,4684
Residuo 60 201,2900
Butirato Dieta 1 525,9800 0,0920
Cirurgia 1 0,0200 0,9910
Dieta * Cirurgia 1 97,3900 0,4641
Residuo 60 179,3900
Propionato Dieta 1 156,1700 0,1094
Cirurgia 1 0,4400 0,9312
Dieta * Cirurgia 1 58,4900 0,3240
Residuo 60 59,1500
Lactato Dieta 1 11,8500 <0,0001
Cirurgia 1 0,1100 0,6835
Dieta * Cirurgia 1 0,0600 0,7675
Residuo 60 0,6500

FV: fonte de variacdo; GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Cirurgia (OVX ou SHAM);
Dieta (Controle ou com 6% de FOS/inulina do produto a base de yacon - PBY); *Nivel de
significAncia: 5% de probabilidade pelo teste de Fischer.
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Tabela C. Resumo da ANOVA das variaveis testadas de acordo com os fatores ovario e

dieta.
Variavel FV GL QM Prob > F

CF Dieta 1 0,0200 0,9028
Cirurgia 1 1,9600 0,2568
Dieta * Cirurgia 1 1,5000 0,3205

Residuo 60 1,4900
DMO Dieta 1 0,0006 0,4266
Cirurgia 1 0,0028 0,1088
Dieta * Cirurgia 1 0,0005 0,4956

Residuo 60 0,0010
CMO Dieta 1 0,0010 0,5758
Cirurgia 1 0,0001 0,9189
Dieta * Cirurgia 1 0,0042 0,2722

Residuo 60 0,0034

FV: fonte de variagdo; GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Cirurgia (OVX ou SHAM); Dieta
(Controle ou com 6% de FOS/inulina do produto a base de yacon - PBY); CF: comprimento do fémur; DMO:
densidade mineral 6ssea; CMO: contetdo mineral 6sseo; *Nivel de significancia: 5% de probabilidade pelo
teste de Fischer.

Tabela D. Resumo da ANOVA das variaveis testadas de acordo com os fatores
cirurgia e dieta. (Cabeca do Fémur)

Variavel FV GL QM Prob > F

Fmax Dieta 1 87,6700 0,7281
Cirurgia 1 705,8900 0,3257
Dieta * Cirurgia 1 817,7400 0,2904

Residuo 60 718,7800
Rigidez Dieta 1 1426,0800 0,6224
Cirurgia 1 17981,0600 0,0839
Dieta * Cirurgia 1 21805,2400 0,0576

Residuo 60 5820,5300
Tenacidade Dieta 1 194,9500 0,5680
Cirurgia 1 1209,6400 0,1578
Dieta * Cirurgia 1 226,3500 0,5385

Residuo 60 591,3200

FV: fonte de variagdo; GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Cirurgia (OVX ou SHAM); Dieta
(Controle ou com 6% de FOS/inulina do produto a base de yacon - PBY); Fmax: forca maxima;
*Nivel de significancia: 5% de probabilidade pelo teste de Fischer.

Tabela E. Resumo da ANOVA das variaveis testadas de acordo com os fatores
cirurgia e dieta. (Diafise do Fémur)

Variavel FV GL QM Prob > F
Fmax Dieta 1 3916,4900 0,7208
Cirurgia 1 12001,6900 0,5320
Dieta * Cirurgia 1 49915,1100 0,2049
Residuo 59 30372,3900
Rigidez Dieta 1 1053,9100 0,9767
Cirurgia 1 6484,0100 0,9423
Dieta * Cirurgia 1 58892,5900 0,8272
Residuo 56 1224929,0200
Médulo de Dieta 1 347506,7100 0,6399
Elasticidade
Cirurgia 1 78466,2700 0,8239
Dieta * Cirurgia 1 16314,0300 0,9192
Residuo 57 1570526,9100

FV: fonte de variagdo; GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Cirurgia (OVX ou SHAM); Dieta
(Controle ou com 6% de FOS/inulina do produto a base de yacon - PBY); Fmax: forca maxima; *Nivel de
significancia: 5% de probabilidade pelo teste de Fischer.
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Tabela F. Resumo da ANOVA das varidveis testadas de acordo com os fatores cirurgia e

dieta.
Variavel FV GL QM Prob > F

Célcio Dieta 1 48,0400 0,1274
Cirurgia 1 1,1000 0,8153
Dieta * Cirurgia 1 11,6400 0,4496

Residuo 59 20,0900
Fésforo Dieta 1 0,1700 0,7978
Cirurgia 1 0,2700 0,7497
Dieta * Cirurgia 1 0,3600 0,7094

Residuo 59 2,6000
Magnésio Dieta 1 0,0035 0,0617
Cirurgia 1 0,0012 0,2629
Dieta * Cirurgia 1 0,0006 0,4246

Residuo 59 0,0009

FV: fonte de variagdo; GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Cirurgia (OVX ou SHAM); Dieta
(Controle ou com 6% de FOS/inulina do produto a base de yacon - PBY); *Nivel de significAncia: 5% de
probabilidade pelo teste de Fischer.

Tabela G. Resumo da ANOVA das variaveis testadas de acordo com os fatores cirurgia e
dieta.

Variavel FV GL QM Prob > F
FA Dieta 1 7372,9800 <0,0010
Cirurgia 1 602,9600 0,1110
Dieta * Cirurgia 1 2037,8400 0,0049
Residuo 35 225,5000
NTx Dieta 1 1065,2900 0,0230
Cirurgia 1 654,6300 0,0707
Dieta * Cirurgia 1 67,2000 0,5544
Residuo 36 188,7600

FV: fonte de variagdo; GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Cirurgia (OVX ou SHAM); Dieta
(Controle ou com 6% de FOS/inulina do produto a base de yacon - PBY); FA: Fosfatase Alcalina; NTx:
Telopeptideo N-terminal do colageno tipo I. *Nivel de significAncia: 5% de probabilidade pelo teste de
Fischer.

Tabela H. Resumo da ANOVA das variaveis testadas de acordo com os fatores cirurgia e
dieta.

Variavel FV GL QM Prob > F
Calngerido Dieta 1 27,1500
(mg/dia) 0,6528
Cirurgia 1 49,0200 0,5458
Dieta * Cirurgia 1 0,3400 0,9594
Residuo 60 132,8000
CaUrina (mg/dia) Dieta 1 153,7900 0,2693
Cirurgia 1 384,0100 0,0832
Dieta * Cirurgia 1 118,6900 0,3313
Residuo 60 123,7100
CaFezes (mg/dia) Dieta 1 568,7700 0,0016
Cirurgia 1 5,9400 0,7368
Dieta * Cirurgia 1 1,0300 0,8886
Residuo 60 52,1200

Ca: calcio; FV: fonte de variagdo; GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Cirurgia (OVX ou SHAM);
Dieta (Controle ou com 6% de FOS/inulina do produto a base de yacon - PBY); FA: Fosfatase Alcalina; NTx:
Telopeptideo N-terminal do colageno tipo I. *Nivel de significancia: 5% de probabilidade pelo teste de
Fischer.
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Tabela I. Resumo da ANOVA das variaveis testadas de acordo com os fatores cirurgia e
dieta.

Variavel FV GL QM Prob > F
Absor¢do Aparente fracional Dieta 1 844,4800 0,0447
Cirurgia 1 20,8300 0,7485
Dieta * Cirurgia 1 0,1800 0,9761
Residuo 60 200,8600
Absor¢éo Aparente % Dieta 1 696,7200 0,0011
Cirurgia 1 0,1542 0,9594
Dieta * Cirurgia 1 0,0010 0,9969
Residuo 60 58,9900
Balanco Mineral Dieta 1 1719,0500 0,0073
Cirurgia 1 225,9500 0,3177
Dieta * Cirurgia 1 109,5800 0,4856
Residuo 60 222,5700
% Retencdo Mineral Dieta 1 1434,0100 0,0017
Cirurgia 1 285,0800 0,1480
Dieta * Cirurgia 1 107,2200 0,3723
Residuo 60 132,7200

FV: fonte de variacdo; GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Cirurgia (OVX ou SHAM); Dieta (Controle
ou com 6% de FOS/inulina do produto a base de yacon - PBY); FA: Fosfatase Alcalina; NTx: Telopeptideo N-
terminal do colageno tipo I. *Nivel de significAncia: 5% de probabilidade pelo teste de Fischer.
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9.3. Apéndice lll - Dados brutos do estudo

9.3.1. Dados brutos do artigo: “Fecal score and cecum profile of Wistar rats

fed a novel yacon based product source of Fructooligossacharides/inulin”

Quadro A. Ganho de peso por grupo (n=3)

Grupo Concentragéo FOS/inulina (%) Ganho de peso (g)
GO 0 109
GO 0 121
GO 0 108
G5 5 113
G5 5 72
G5 5 121
G6 6 97
G6 6 118
G6 6 122

G7,5 7,5 131

G7,5 7,5 126

G7,5 7,5 88
G10 10 101
G10 10 120
G10 10 108

Quadro B. Coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) por grupo (n=3)

Grupo Concentragdo FOS/inulina (%) CEA
GO 0 0,2243
GO 0 0,2150
GO 0 0,2230
G5 5 0,2122
G5 5 0,1305
G5 5 0,2517
G6 6 0,2111
G6 6 0,1813
G6 6 0,2400

G7,5 7,5 0,2262
G7,5 7,5 0,1704
G7,5 7,5 0,2128
G10 10 0,2154
G10 10 0,1966
G10 10 0,1854
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Quadro C. Peso Relativo do Ceco (PRC) por grupo (n=3)

Grupo Concentragéo FOS/inulina (%) PRC
GO 0 0,0039
GO 0 0,0048
GO 0 0,0046
G5 5 0,0073
G5 5 0,0069
G5 5 0,0048
G6 6 0,0080
G6 6 0,0069
G6 6 0,0060

G7,5 7,5 0,0062
G7,5 7,5 0,0073
G7,5 7,5 0,0080
G10 10 0,0091
G10 10 0,0090
G10 10 0,0087

Quadro D. Peso Fecal por grupo (n=3) durante 25 dias.

Concentragdo FOS/inulina (%)

Peso Fecal (g)

0

0,94

0,79

0,81

0,67

0,81

0,79

0,65

0,78

0,91

0,90

0,90

0,99

0,90

0,72

1,10

1,35

1,35

1,03

O] O O] O] O] O O] O] ©O| Ol O] O] ©| ©of O] ©o| ©o| ©

1,27
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Continuagéo...

Concentracdo FOS/inulina (%) Peso Fecal (g)

0 1,32

1,24

2,01

1,30

1,20

0,83

1,59

1,29

0,83

1,59

1,29

1,18

1,05

1,55

1,18

1,05

1,55

1,45

1,43

1,72

1,45

1,43

1,72

1,00

1,18

1,68

1,37

1,34

1,17

1,37

1,34

1,17

1,34

1,69

1,09

0,94

1,08

1,22

1,24

1,22
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Continuagéo...

Concentracdo FOS/inulina (%) Peso Fecal (g)

0 2,03

1,28

1,37

1,60

1,70

1,70

1,08

1,32

1,19

1,08

1,32

1,19
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Continuagéo...

Concentracdo FOS/inulina (%) Peso Fecal (g)

5 1,76

1,56

2,49

1,76

2,38

2,24

2,49

2,38

2,24

2,49
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2,63

1,93

2,04

2,63

1,93

2,04

2,99

3,45

2,53

3,01

2,61

2,13

4,88

2,55

2,00

6,60

2,75

1,68

1,58

3,50

2,73

2,37

2,09
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Continuagéo...

Concentracdo FOS/inulina (%) Peso Fecal (g)

5 0,22

1,86

3,11

0,10

1,13

2,01

1,21

0,90

1,13

1,17

1,46

1,70

20,30

1,86

1,54

1,66

1,27

1,30

2,52

1,88

2,61
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Continuagéo...

Concentracdo FOS/inulina (%) Peso Fecal (g)

6 191

2,24

2,83

191

2,25

2,83

5,74

2,32

2,53

2,97

2,05

2,85

2,97

2,05

2,85

4,14

2,65

2,85

4,78

2,20

1,98

5,55

2,59

2,04

1,78

2,05

2,14

4,30

2,69

5,82

2,60

2,57

2,43

2,60

2,57

2,43

2,15

3,33
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Continuagéo...

Concentracdo FOS/inulina (%) Peso Fecal (g)

6 3,71
7,5 2,44
7,5 3,07
7,5 2,80
7,5 2,66
7,5 2,46
7,5 2,48
7,5 4,85
7,5 2,04
7,5 4,98
7,5 2,18
7,5 3,14
7,5 4,25
7,5 2,22
7,5 3,36
7,5 4,51
75 5,08
7,5 2,07
7,5 3,12
7,5 4,15
75 3,95
7,5 4,62
7,5 3,12
7,5 4,85
7,5 2,99
7,5 3,12
7,5 4,85
7,5 2,99
7,5 4,66
7,5 3,15
7,5 6,11
7,5 4,66
7,5 3,15
7,5 6,11
7,5 3,50
7,5 4,79
7,5 5,01
7,5 3,50
7,5 4,79
7,5 5,01
7,5 4,39
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Continuagéo...

Concentracdo FOS/inulina (%) Peso Fecal (g)
7,5 2,67
7,5 5,57
7,5 3,81
7,5 2,29
7,5 5,85
7,5 3,81
7,5 2,29
7,5 5,85
7,5 4,55
7,5 2,19
7,5 9,26
7,5 5,33
7,5 3,40
75 6,93
7,5 4,26
7,5 0,88
7,5 8,97
7,5 3,71
7,5 3,54
7,5 5,74
75 3,90
75 3,92
7,5 7,78
7,5 4,12
7,5 2,86
7,5 3,48
7,5 4,12
7,5 2,86
7,5 3,48
7,5 2,37
7,5 4,26
7,5 3,38
7,5 1,40
7,5 4,23
7,5 4,32
10 2,31
10 2,86
10 1,50
10 2,39
10 6,99
10 2,65
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Continuagéo...

Concentracdo FOS/inulina (%) Peso Fecal (g)
10 2,46
10 3,98
10 2,45
10 2,74
10 4,93
10 1,63
10 2,79
10 2,11
10 0,87
10 6,61
10 9,97
10 1,52
10 4,77
10 5,31
10 1,21
10 3,77
10 5,41
10 0,61
10 3,77
10 5,41
10 0,61
10 4,65
10 2,54
10 0,72
10 4,65
10 2,54
10 0,72
10 4,77
10 3,83
10 1,60
10 4,77
10 3,83
10 1,60
10 5,23
10 3,54
10 4,70
10 6,71
10 1,98
10 5,77
10 6,71
10 1,98
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Continuagéo...

Concentracdo FOS/inulina (%) Peso Fecal (g)
10 5,77
10 5,66
10 6,10
10 7,00
10 4,64
10 3,43
10 14,47
10 3,72
10 3,98
10 11,78
10 3,62
10 3,81
10 10,61
10 6,57
10 4,02
10 12,70
10 4,72
10 4,10
10 10,90
10 4,72
10 4,10
10 10,90
10 4,59
10 4,90
10 12,96
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Quadro E. Umidade das Fezes (UF) por grupo (n=3)

Grupo Concentracéo FOS/inulina (%) UF
GO 0 17,5014
GO 0 14,4634
GO 0 12,3232
G5 5 58,6843
G5 5 35,9005
G5 5 23,6386
G6 6 47,1806
G6 6 39,0044
G6 6 38,0987

G7,5 7,5 52,7017
G7,5 7,5 45,6519
G7,5 7,5 67,2503
G10 10 55,7310
G10 10 42,8714
G10 10 75,8419

Quadro F. pH cecal por grupo (n=3)

Grupo Concentragéo FOS/inulina (%) pH
GO 0 6,35
GO 0 6,51
GO 0 6,42
G5 5 6,67
G5 5 6,19
G5 5 6,57
G6 6 5,64
G6 6 6,49
G6 6 6,50

G7,5 7,5 6,49

G7,5 7,5 6,72

G7,5 7,5 6,90
G10 10 6,60
G10 10 7,18
G10 10 6,47

167




Quadro G. Concentragéo de Propionato por grupo (n=3)

Grupo Concentracdo FOS/inulina (%) Proprionato (umol.g™")
GO 0 36,74
GO 0 37,42
GO 0 35,20
G5 5 44,67
G5 5 21,75
G5 5 54,64
G6 6 40,39
G6 6 61,24
G6 6 57,54

G7,5 7,5 18,86

G7,5 7,5 49,33

G7,5 7,5 55,45
G10 10 13,82
G10 10 19,16
G10 10 21,80

Quadro H. Concentragdo de Acetato por grupo (n=3)

Grupo Concentragdo FOS/inulina (%) Acetato (umol.g™)
GO 0 48,44
GO 0 42,64
GO 0 47,33
G5 5 40,22
G5 5 42,12
G5 5 53,90
G6 6 36,66
G6 6 46,52
G6 6 55,71

G7,5 7,5 31,39

G7,5 7,5 49,88

G7,5 7,5 50,00
G10 10 25,44
G10 10 24,47
G10 10 22,06
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Quadro I. Concentracédo de Butirato por grupo (n=3)

Grupo Concentragdo FOS/inulina (%) Butirato (umol.g™)
GO 0 33,83
GO 0 29,48
GO 0 36,98
G5 5 33,78
G5 5 13,24
G5 5 50,66
G6 6 52,22
G6 6 80,81
G6 6 73,28

G7,5 7,5 16,57
G7,5 7,5 49,32
G7,5 7,5 74,41
G10 10 13,16
G10 10 28,84
G10 10 10,56

Quadro J. Numero de criptas do ceco por campo microscépico (NCCM) (n=3)

Grupo Concentragéo FOS/inulina (%) NCCM
GO 0 19,8611
GO 0 11,2222
GO 0 18,2777
G5 5 18,0370
G5 5 14,4074
G5 5 11,6666
G6 6 13,1851
G6 6 15,2222
G6 6 20,1111

G7,5 7,5 14,2222
G7,5 7,5 16,1851
G7,5 7,5 15,3571
G10 10 12,7777
G10 10 13,9259
G10 10 17,4074
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Quadro K. Diametro basal das criptas do ceco (DBCC) por grupo (n=3)

Grupo Concentragdo FOS/inulina (%) DBC (um)
GO 0 44,2367
GO 0 51,8758
GO 0 41,2856
G5 5 51,7476
G5 5 38,1601
G5 5 54,8315
G6 6 48,8997
G6 6 49,6848
G6 6 48,5854

G7,5 7,5 45,8498
G7,5 7,5 56,1718
G7,5 75 56,9173
G10 10 51,9748
G10 10 52,6809
G10 10 55,3025

Quadro L. Didmetro apical das criptas do ceco (DACC) por grupo (n=3)

Grupo Concentragéo FOS/inulina (%) DACC (um)
GO 0 29,1375
GO 0 38,3999
GO 0 29,1123
G5 5 28,4826
G5 5 25,0609
G5 5 39,6266
G6 6 31,3224
G6 6 24,8262
G6 6 33,4113

G7,5 7,5 26,0734
G7,5 7,5 26,5282
G7,5 7,5 38,1551
G10 10 24,5100
G10 10 25,8600
G10 10 31,8600
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Quadro M. Profundidade das criptas do ceco (PCC) por grupo (n=3)

Grupo Concentracdo FOS/inulina (%) PCC (um)
GO 0 143,64
GO 0 185,46
GO 0 123,15
G5 5 173,92
G5 5 139,72
G5 5 184,07
G6 6 169,36
G6 6 159,28
G6 6 174,04

G7,5 7,5 186,63
G7,5 7,5 182,89
G7,5 7,5 209,24
G10 10 192,41
G10 10 161,45
G10 10 216,35
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9.3.2. Dados brutos do artigo: “Produto a base de yacon (Smallanthus
sonchifolius) contribui favoravelmente ao metabolismo 6sseo de ratas Wistar”

Quadro A. Dados de desempenho dos animais

por grupo (n=8)

Grupo GP (9) CA(9) CEA
Controle 142 1599,19 0,0887
Controle 224 1839,39 0,1217
Controle 187 1616,3 0,1156
Controle 194 1809,54 0,1072
Controle 190 1779,71 0,1067
Controle 177 1699,27 0,1041
Controle 145 1439,6 0,1007
Controle 204 1928,96 0,1057

PBY 125 1964,93 0,0636
PBY 111 1906,39 0,0582
PBY 170 1949,37 0,0872
PBY 138 2075,3 0,0664
PBY 132 2073,3 0,0636
PBY 153 1855,56 0,0824
PBY 148 1753,384 | 0,0844
PBY 159 1946,91 0,0816

PBY: Produto & base de yacon; GP: ganho de peso;
CA: consumo alimentar; CEA: coeficiente de eficiéncia

Alimentar

Quadro B. Peso relativo do ceco (PRC)
por grupo (n=8)

Grupo PRC
Controle 0,0037
Controle 0,0049
Controle 0,0031
Controle 0,0028
Controle 0,0038
Controle 0,0029
Controle 0,0043
Controle 0,0025

PBY 0,0047
PBY 0,0060
PBY 0,0044
PBY 0,0043
PBY 0,0055
PBY 0,0053
PBY 0,0040
PBY 0,0045

PBY: Produto a base de yacon
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Quadro D. Concentracdo de acidos organicos por grupo (n=8)

Quadro C. pH cecal por grupo (n=8)

Grupo pH
Controle 6,28
Controle 6,73
Controle 6,76
Controle 7,07
Controle 6,85
Controle 6,78
Controle 6,65
Controle 6,99

PBY 6,59
PBY 6,82
PBY 6,76
PBY 6,14
PBY 6,96
PBY 6,92
PBY 6,91
PBY 6,73

PBY: Produto a base de yacon

Grupo Acetato (umol.g™) Propionato (umol.g™) Butirato (umol.g™) Lactato (umol.g™)
Controle 15,79 4,59 14,23 1,69
Controle 72,56 28,62 64,94 1,22
Controle 6,27 1,69 6,035 0,57
Controle 39,34 14,46 35,52 1,64
Controle 55,45 18,59 41,44 1,31
Controle 37,64 7,88 27,20 0,28
Controle 41,25 10,14 30,55 1,08
Controle 35,65 14,77 31,98 2,06

PBY 23,69 9,61 20,12 2,56
PBY 110,20 4,43 56,22 5,75
PBY 11,75 3,19 11,00 0,77
PBY 39,03 13,21 33,85 3,60
PBY 36,73 13,41 28,18 3,561
PRY 45,70 17,19 33,67 3,52
PRY 35,81 15,17 24,55 2,62
PBY 31,02 13,01 22,66 3,64

PBY: Produto a base de yacon
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Quadro E. Célcio urinario e fecal por grupo (n=8)

Grupo CaU (mg) CaF (mg)
Controle 3,80 35,46
Controle 18,91 32,35
Controle 14,09 42,24
Controle 23,22 37,13
Controle 34,36 22,83
Controle 30,69 38,00
Controle 24,66 22,51
Controle 3,41 19,25

PBY 5,64 23,42
PBY 7,06 25,62
PBY 31,08 19,24
PBY 7,22 25,56
PBY 24,32 22,28
PBY 29,69 18,38
PBY 22,97 23,05
PBY 24,40 26,88

PBY: Produto a base de yacon; CaU: calcio urinario;

CaF: calcio fecal

Quadro F. Dados relacionados ao balanco de célcio por grupo (n=8)

Grupo Cal (mg) AAF (mg) AA (%) BM (mg) RM (%)
Controle 98,57 63,11 64,02 59,30 60,16
Controle 112,00 79,64 71,11 60,73 54,22
Controle 107,70 65,45 60,77 51,36 47,69
Controle 120,15 83,01 69,09 59,79 49,76
Controle 113,16 90,32 79,81 55,95 49,44
Controle 117,45 79,44 67,64 48,74 41,50
Controle 102,58 80,07 78,05 55,40 54,01
Controle 111,92 92,67 82,80 89,25 79,74
PBY 100,77 77,34 76,75 71,70 71,15
PBY 98,80 73,17 74,06 66,11 66,91
PBY 121,02 101,78 84,09 70,70 58,41
PBY 106,73 81,17 76,05 73,95 69,28
PBY 94,51 72,23 76,42 47,90 50,68
PBY 120,50 102,11 84,74 72,41 60,09
PBY 94,58 71,53 75,62 48,56 51,33
PBY 112,22 85,33 76,04 60,93 54,29

PBY: Produto a base de yacon; Calng: célcio ingerido; AAF: absor¢do aparente fracional; AA: absorcéo

aparente percentual; BM: balango mineral; RM: percentual de reten¢éo mineral.
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Quadro F. Conteudo mineral 6sseo por grupo (n=8)

Grupo Ca (%) Mg (%) P (%) Peso tibia (g)
Controle 20,19 0,22 9,53 0,58
Controle 15,13 0,16 6,80 0,54
Controle 14,61 0,17 8,99 0,54
Controle 18,95 0,17 7,81 0,58
Controle 20,36 0,21 7,39 0,61
Controle 17,81 0,19 6,99 0,58
Controle 17,83 0,19 7,59 0,62
Controle 25,03 0,25 9,81 0,70
PBY 27,84 0,26 6,43 0,45
PBY 17,80 0,17 7,19 0,52
PBY 22,94 0,21 8,49 0,68
PBY 21,89 0,24 8,99 0,74
PBY 18,09 0,21 7,39 0,69
PBY 24,43 0,23 11,44 0,79
PBY 21,64 0,21 10,42 0,71
PBY 21,78 0,21 9,81 0,74

PBY: produto a base de yacon; Ca: calcio; Mg: magnésio; P:fésforo.

Quadro G. Niveis séricos dos marcadores de formacédo e reabsorcéo
0ssea por grupo (n=5)

Grupo FA (U/L) NTX ng/mL
Controle 74,00 58,31
Controle 57,00 42,24
Controle 35,00 17,06
Controle 28,00 69,93
Controle 36,00 52,59
PBY 42,00 26,99
PBY 23,00 60,23
PBY 18,00 57,84
PBY 44,00 43,49
PBY 61,00 25,68

PBY: produto a base de yacon; FA:
Fosfatase Alcalina; NTX: Telopeptideo
Aminoterminal do colageno tipo |
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Quadro H. Contetdo mineral 6sseo (CMO), area
do fémur e densidade mineral 6ssea (DMO) por

grupo (n=8)
Grupo CMO (g) | Area(cm?) DMO (g/cm?)
Controle 0,2900 1,2670 0,2290
Controle 0,2690 1,3130 0,2050
Controle 0,2500 1,1800 0,2120
Controle 0,2660 1,1980 0,2220
Controle 0,2750 1,2200 0,2260
Controle 0,2070 1,0060 0,2060
Controle 0,2620 1,2070 0,2170
Controle 0,3080 1,2400 0,2490
PBY 0,2920 1,2430 0,2350
PBY 0,1870 0,9810 0,1910
PBY 0,3150 1,3500 0,2340
PBY 0,2910 1,1330 0,2570
PBY 0,2460 1,1260 0,2190
PBY 0,3100 1,4250 0,2170
PBY 0,3010 1,2300 0,2450
PBY 0,2710 1,2660 0,2140

PBY: Produto a base de yacon

Quadro I. Forga maxima, rigidez e tenacidade da cabeca do
fémur por grupo (n=8)

Grupo Forca méaxima (N) Rigidez (Mpa) Tenacidade (mJ)
Controle 122,87 193,43 43,50
Controle 155,49 254,20 227,50
Controle 86,09 148,43 34,50
Controle 102,21 138,12 56,30
Controle 126,32 130,45 74,60
Controle 93,77 241,99 29,40
Controle 101,12 84,99 80,30
Controle 123,19 136,20 86,20
PBY 116,79 218,94 69,20
PBY 100,54 202,36 48,90
PBY 140,84 93,57 115,00
PBY 132,91 181,98 60,30
PBY 84,55 194,07 31,00
PBY 142,63 247,40 139,00
PBY 101,50 260,14 48,70
PBY 120,76 126,64 70,00

PBY: produto a base de yacon

176




Quadro J. Forca maxima, rigidez e mdédulo de elasticidade da diéfise do fémur
por grupo (n=8)

Grupo Forgca maxima (N) Rigidez (Mpa) Modulo de Elasticidade (Mpa)
Controle 492,87 3551,00 3317,30
Controle 368,03 1766,40 1360,10
Controle 396,36 1275,60 1581,60
Controle 484,62 1309,10 3261,50
Controle 792,46 2513,60 2657,10
Controle 450,28 1831,50 2378,90
Controle 434,35 1958,10 1490,10
Controle 607,43 3346,30 3415,00
PBY 671,26 1710,10 2950,50
PBY 567,26 958,21 1383,70
PBY 435,50 2678,00 1602,40
PBY 683,41 1599,90 1665,70
PBY 394,12 1358,80 2398,40
PBY 615,68 1673,10 1789,60
PBY 474,07 1400,30 1398,20
PBY 116,60 1076,90 1766,40

PBY: produto a base de yacon
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9.3.3. Dados brutos do artigo: Produto a base de yacon
(Smallanthus sonchifolius) modula biomarcadores do metabolismo
0sseo em ratas ovariectomizadas?”

Quadro A. Dados de desempenho dos animais por grupo
e tipo de cirurgia (n=16)

Grupo Cirurgia GP (9) CA (9) CEA
Controle OovX 8 1213,28 0,0065
Controle OovX 50 1352,86 0,0369
Controle ovX 32 1261,65 0,0253
Controle ovX 11 1067,19 0,0103
Controle OovX 37 1262,01 0,0293
Controle OovX 31 1233,09 0,0251
Controle OVX 59 1394,69 0,0423
Controle OVX 52 1037,51 0,0501
Controle OVX 70 1404,63 0,0498
Controle OoVvX 40 1148,31 0,0348
Controle OoVvX 61 1321,81 0,0461
Controle OVvX 65 1408,35 0,0461
Controle OVX 57 1487,31 0,0383
Controle OovX 28 1238,16 0,0226
Controle OovX 120 1171,22 0,1024
Controle OoVvX 66 1360,70 0,0485
Controle Sham 34 1325,66 0,0256
Controle Sham 31 1267,51 0,0244
Controle Sham 64 1327,05 0,0482
Controle Sham 49 1393,36 0,0351
Controle Sham 40 1364,04 0,0293
Controle Sham 47 1184,10 0,0396
Controle Sham 15 1131,28 0,0132
Controle Sham 33 1251,82 0,0263
Controle Sham 22 124224 0,0177
Controle Sham 32 1291,30 0,0247
Controle Sham 48 1298,95 0,0369
Controle Sham 27 1251,14 0,0215
Controle Sham 15 956,94 0,0156
Controle Sham 21 1158,71 0,0181
Controle Sham 35 1356,37 0,0258
Controle Sham 20 1269,44 0,0157

PBY OovX 18 1557,34 0,0115
PBY ovX 11 1400,85 0,0078
PBY OVX 19 1402,23 0,0135
PBY ovX 30 1355,28 0,0221
PBY ovX 11 1179,63 0,0093
PBY OovX 61 1373,33 0,0444
PBY ovX 6 1251,96 0,0047
PBY ovX 18 1398,09 0,0128
PBY ovX 2 1356,07 0,0014
PBY ovX 44 1472,69 0,0298
PBY OovX 11 1400,67 0,0078

BY ovX 30 1450,37 0,0206
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Continuacao...

Grupo Cirurgia GP (9) CA (9) CEA
PBY OVX 17 1372,39 0,0123
PBY OVX 28 1342,73 0,0208
PBY Sham 5 1377,05 0,0036
PBY Sham 19 1380,55 0,0137
PBY Sham 5 1371,38 0,0036
PBY Sham 18 1375,22 0,0130
PBY Sham 4 1434,08 0,0027
PBY Sham 30 1419,51 0,0211
PBY Sham 1 1332,50 0,0008
PBY Sham 15 1258,91 0,0119
PBY Sham 104 1321,18 0,0787
PBY Sham 4 1302,19 0,0030
PBY Sham 13 1228,42 0,0106
PBY Sham 19 1298,72 0,0146
PBY Sham 24 1402,26 0,0171

PBY: Produto & base de yacon; GP: ganho de peso; CA:
consumo alimentar; CEA: coeficiente de eficiéncia alimentar;
OVX: ratas ovariectomizadas (sem ovario); Sham: (ratas
celiotomizadas, com ovario).
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Quadro B. Dados do Peso relativo do ceco (PRC)
por grupo e tipo de cirurgia (n=16)

Dieta Cirurgia PRC
Controle OoVvX 0,0039
Controle OVX 0,0037
Controle OoVvX 0,0034
Controle OVX 0,0038
Controle OoVvX 0,0036
Controle OoVvX 0,0030
Controle OVX 0,0031
Controle OoVvX 0,0027
Controle OVX 0,0035
Controle OoVvX 0,0041
Controle OVX 0,0048
Controle ovX 0,0040
Controle OVX 0,0043
Controle ovX 0,0034
Controle OVX 0,0044

Controle Sham 0,0030
Controle Sham 0,0034
Controle Sham 0,0032
Controle Sham 0,0031
Controle Sham 0,0029
Controle Sham 0,0033
Controle Sham 0,0038
Dieta Cirurgia PRC
Controle Sham 0,0059
Controle Sham 0,0041
Controle Sham 0,0044
Controle Sham 0,0020
Controle Sham 0,0029
Controle Sham 0,0046
Controle Sham 0,0030
Controle Sham 0,0051
Controle Sham 0,0028

PBY ovX 0,0047
PBY OovX 0,0052
PBY ovX 0,0059
PBY ovX 0,0036
PBY OovX 0,0043
PBY ovX 0,0035
PBY OovX 0,0050
PBY ovX 0,0038
PBY OovX 0,0046
PBY OovX 0,0035
PBY ovX 0,0034
PBY OovX 0,0043

180



Continuagéo...

Dieta Cirurgia PRC

PBY OVX 0,0060
PBY ovX 0,0035
PBY OVvX 0,0038
PBY ovX 0,0042
PBY Sham 0,0039
PBY Sham 0,0043
PBY Sham 0,0038
PBY Sham 0,0036
PBY Sham 0,0036
PBY Sham 0,0042
PBY Sham 0,0040
PBY Sham 0,0041
PBY Sham 0,0038
PBY Sham 0,0033
PBY Sham 0,0036
PBY Sham 0,0034
PBY Sham 0,0034
PBY Sham 0,0040
PBY Sham 0,0043
PBY Sham 0,0030

PBY: Produto a base de yacon; OVX: ratas
(sem ovério); Sham:
(ratas celiotomizadas, com ovario).

ovariectomizadas
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Quadro C. Dados do pH cecal por grupo
e tipo de cirurgia (n=16)

Dieta Cirurgia pH
Controle OoVvX 6,82
Controle OoVvX 6,80
Controle OVX 6,66
Controle OoVvX 6,89
Controle OVX 6,49
Controle OoVvX 7,10
Controle (0)7).4 6,79
Controle OVX 6,57
Controle OoVvX 6,90
Controle OVX 6,97
Controle OovX 6,92
Controle ovX 6,94
Controle OVX 6,93
Controle OVX 6,52
Controle ovX 7,12
Controle OVX 6,44
Controle Sham 6,85
Controle Sham 6,82
Controle Sham 7,07
Controle Sham 6,33
Controle Sham 6,69
Controle Sham 6,59
Controle Sham 6,98
Controle Sham 6,80
Controle Sham 5,15
Controle Sham 6,90
Controle Sham 6,12
Controle Sham 6,87
Controle Sham 6,96
Controle Sham 6,74
Controle Sham 6,74

PBY Sham 6,95

PBY OVvX 7,03

PBY OoVvX 6,72

PBY OVX 6,97

PBY OoVvX 6,91

PBY OVX 6,83

PBY OVX 6,98

PBY OoVvX 6,36

PBY OVX 6,89

PBY OoVvX 6,72

PBY OVX 6,36
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Quadro D. Dados da concentracéo de Acetato por grupo

Continuacdo...

Dieta Cirurgia pH

PBY OVX 6,85
PBY ovX 6,91
PBY OVvX 7,10
PBY ovX 6,74
PBY OVX 7,08
PBY OVvX 7,15
PBY Sham 6,71
PBY Sham 6,71
PBY Sham 6,98
PBY Sham 6,48
PBY Sham 7,18
PBY Sham 6,72
PBY Sham 6,84
PBY Sham 6,97
PBY Sham 7,00
PBY Sham 6,54
PBY Sham 6,77
PBY Sham 7,11
PBY Sham 6,51
PBY Sham 6,49
PBY Sham 6,73
PBY Sham 6,63

PBY: Produto & base de yacon;
OVX: ratas ovariectomizadas (sem
Sham: (ratas
celiotomizadas, com ovario).

ovario);

e tipo de cirurgia (n=16)

Dieta Cirurgia Acetato (umol.g’l)
Controle OVX 41,25
Controle ovX 40,47
Controle OVX 21,48
Controle ovX 25,78
Controle OVX 9,24
Controle ovX 37,70
Controle ovX 31,54
Controle OVX 24,63
Controle ovX 20,31
Controle OVX 29,11
Controle ovX 13,94
Controle OoVX 20,11
Controle OVX 52,75
Controle ovX 15,89

183




Continuacéo...

Dieta Cirurgia Acetato (umol.g™)
Controle OVX 22,75
Controle OovX 18,94
Controle Sham 50,97
Controle Sham 26,59
Controle Sham 11,02
Controle Sham 27,40
Controle Sham 19,83
Controle Sham 28,72
Controle Sham 7,21
Controle Sham 22,05
Controle Sham 14,09
Controle Sham 6,98
Controle Sham 5,69
Controle Sham 32,29
Controle Sham 34,79
Controle Sham 28,62
Controle Sham 45,51
Controle Sham 17,32

PBY ovX 19,43

PBY OoVvX 21,04

PBY OoVvX 60,66

PBY OoVvX 30,25

PBY OovX 33,08

PBY OVX 34,49

PBY OoVvX 5,18

PBY OVX 47,81

PBY OoVvX 39,65

PBY OoVvX 36,50

PBY OVvX 26,92

PBY OoVvX 29,08

PBY OVX 18,12

PBY OoVvX 45,92

PBY OVX 33,83

PBY OoVvX 19,73

PBY Sham 20,30

PBY Sham 21,70

PBY Sham 67,75

PBY Sham 57,01

PBY Sham 16,86

PBY Sham 36,58

PBY Sham 43,42

PBY Sham 25,10

PBY Sham 35,04
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Continuacéo...
Dieta Cirurgia Acetato (umol.g™)
PBY Sham 51,80
PBY Sham 51,55
PBY Sham 7,03
PBY Sham 43,74
PBY Sham 23,32
PBY Sham 10,04
PBY Sham 26,32

PBY: Produto a base de vyacon; OVX: ratas
ovariectomizadas  (sem  ovario); Sham: (ratas
celiotomizadas, com ovario).

Quadro E. Dados da concentracdo de Propionato por grupo
e tipo de cirurgia (n=16)

Dieta Cirurgia Propionato (umol.g™)
Controle ovX 25,06
Controle OVX 19,88
Controle ovX 8,22
Controle OVX 12,89
Controle ovX 3,71
Controle OVX 16,16
Controle OVX 12,00
Controle OovX 8,37
Controle OVX 9,14
Controle OovX 10,54
Controle OVX 5,10
Controle OovX 7,17
Controle ovX 22,57
Controle OVX 5,35
Controle OVX 11,47
Controle OVX 7,33
Controle Sham 23,53
Controle Sham 13,27
Controle Sham 3,50
Controle Sham 12,48
Controle Sham 6,16
Controle Sham 11,14
Controle Sham 3,24
Controle Sham 8,95
Controle Sham 4,76
Controle Sham 2,81
Controle Sham 0,78
Controle Sham 14,10
Controle Sham 17,19
Controle Sham 10,71
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Continuacao...

Dieta Cirurgia Propionato (umol.g™)
Controle Sham 17,86
Controle Sham 6,54

PBY OVvX 7,50

PBY OovX 8,26

PBY OVvX 22,97

PBY OVvX 13,75

PBY OovX 12,19

PBY OVvX 14,56

PBY OvX 5,01

PBY OVvX 20,70

PBY OVvX 12,00

PBY OVvX 18,45

PBY OVX 8,78

PBY OVvX 7,89

PBY OVX 7,52

PBY OVvX 21,70

PBY OVX 14,61

PBY OVX 8,47

PBY Sham 5,74

PBY Sham 8,98

PBY Sham 28,27

PBY Sham 44,73

PBY Sham 2,33

PBY Sham 16,70

PBY Sham 16,81

PBY Sham 7,56

PBY Sham 16,59

PBY Sham 20,21

PBY Sham 22,06

PBY Sham 3,09

PBY Sham 20,89

PBY Sham 11,82

PBY Sham 2,86

PBY Sham 9,00

PBY: Produto a base de yacon; OVX: ratas ovariectomizadas
(sem ovario); Sham: (ratas celiotomizadas, com ovario).
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Quadro F. Dados da concentragao de Butirato
por grupo e tipo de cirurgia (n=16)

Dieta Cirurgia Butirato (pmol.g‘l)
Controle OovX 36,65
Controle OVX 33,04
Controle OVX 16,99
Controle OovX 22,93
Controle OVX 12,42
Controle OovX 32,02
Controle OoVX 30,40
Controle OovX 24,00
Controle OovX 18,36
Controle ovX 22,84
Controle OVX 11,05
Controle ovX 18,69
Controle OVX 44 53
Controle ovX 13,36
Controle ovX 23,36
Controle OVX 15,85
Controle Sham 60,84
Controle Sham 25,28
Controle Sham 7,58
Controle Sham 23,09
Controle Sham 16,71
Controle Sham 23,81
Controle Sham 6,34
Controle Sham 19,06
Controle Sham 11,33
Controle Sham 5,25
Controle Sham 4,91
Controle Sham 29,63
Controle Sham 35,38
Controle Sham 21,61
Controle Sham 32,43
Controle Sham 14,36

PBY OVX 16,24

PBY OoVvX 15,66

PBY OoVX 46,44

PBY OoVvX 28,74

PBY OVX 23,34

PBY OVvX 26,02

PBY OoVvX 1,39

PBY OVX 47,13

PBY OoVvX 41,75
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Continuagéo...
Dieta Cirurgia Butirato (umol.g™)
PBY OVvX 34,36
PBY OVvX 23,23
PBY OVvX 27,70
PBY ovX 16,13
PBY OVvX 36,02
PBY OVvX 31,25
PBY ovX 13,35
PBY Sham 19,73
PBY Sham 18,65
PBY Sham 63,70
PBY Sham 44,85
PBY Sham 10,63
PBY Sham 30,43
PBY Sham 33,91
PBY Sham 21,29
PBY Sham 33,85
PBY Sham 44,25
PBY Sham 46,72
PBY Sham 6,53
PBY Sham 42,60
PBY Sham 24,57
PBY Sham 6,61
PBY Sham 20,52
PBY: Produto a base de yacon; OVX: ratas
ovariectomizadas (sem ovario); Sham: (ratas

celiotomizadas, com ovéario).

Quadro G. Dados da concentragdo de Lactato por
grupo e tipo de cirurgia (n=16)

Dieta Cirurgia Lactato (umol.g'l)
Controle ovX 2,05
Controle oVvX 1,68
Controle OVX 1,57
Controle ovX 1,07
Controle OVX 1,21
Controle ovX 1,63
Controle OVX 1,25
Controle OVX 0,58
Controle OovX 1,14
Controle OVX 1,35
Controle oVvX 0,79
Controle OVX 0,88
Controle ovX 2,29
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Continuagéo...

Dieta Cirurgia Lactato (umol.g™)
Controle OVX 0,61
Controle oVvX 0,54
Controle OVX 0,58
Controle Sham 1,74
Controle Sham 1,38
Controle Sham 0,76
Controle Sham 1,15
Controle Sham 1,13
Controle Sham 1,39
Controle Sham 0,38
Controle Sham 1,08
Controle Sham 0,82
Controle Sham 0,67
Controle Sham 1,01
Controle Sham 1,84
Controle Sham 2,25
Controle Sham 0,97
Controle Sham 1,847
Controle Sham 1,16

PBY OVX 1,55

PBY OVvX 1,25

PBY OVX 4,20

PBY OVX 2,59

PBY OovX 1,69

PBY OVX 1,82

PBY OovX 0,49

PBY OVX 1,51

PBY OovX 2,14

PBY OVX 2,19

PBY OVX 1,81

PBY OovX 1,28

PBY OVX 2,04

PBY OovX 3,13

PBY OVX 3,21

PBY OVvX 1,13

PBY Sham 1,73

PBY Sham 1,90

PBY Sham 5,49

PBY Sham 3,12

PBY Sham 2,03

PBY Sham 2,19

PBY Sham 2,38

PBY Sham 1,66
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Continuagéo...
Dieta Cirurgia Lactato (umol.g™)
PBY Sham 1,70
PBY Sham 2,39
PBY Sham 2,56
PBY Sham 0,71
PBY Sham 2,32
PBY Sham 1,73
PBY Sham 0,36
PBY Sham 2,06

PBY: Produto a base de yacon; OVX: ratas ovariectomizadas
(sem ovério); Sham: (ratas celiotomizadas, com ovario).

Quadro H. Dados de calcio ingerido, célcio fecal e calcio urinario por
grupo e tipo de cirurgia (n=16)

Grupo Cirurgia Cal CaF Cau
Controle OVvX 115,81 32,96 30,98
Controle OVvX 114,70 18,11 24,40
Controle OVX 118,33 27,42 31,82
Controle OVX 107,30 26,22 41,70
Controle OovX 121,92 22,83 37,58
Controle OVX 99,97 29,49 4,03
Controle OVX 140,12 25,71 40,68
Controle OovX 101,13 29,46 11,00
Controle ovX 99,80 28,07 12,91
Controle ovX 92,22 35,24 11,68
Controle OovX 122,48 28,77 8,69
Controle OvX 118,80 28,37 26,01
Controle OovX 111,70 27,15 39,58
Controle OovX 96,85 39,84 10,05
Controle OVX 90,21 19,73 38,95
Controle OovX 87,17 34,67 13,09
Controle Sham 108,38 24,10 2,57
Controle Sham 117,43 14,86 29,25
Controle Sham 125,10 24,15 30,67
Controle Sham 135,01 18,33 13,21
Controle Sham 105,38 18,10 29,31
Controle Sham 99,26 38,53 15,62
Controle Sham 96,43 25,13 39,13
Controle Sham 62,32 23,89 3,61
Controle Sham 118,46 30,08 30,73
Controle Sham 110,33 22,53 12,64
Controle Sham 122,23 36,26 22,92
Controle Sham 119,27 33,75 36,94
Controle Sham 100,85 23,08 12,51
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Continuagéo...

Grupo Cirurgia Cal CaF Cau
Controle Sham 93,95 24,59 13,77
Controle Sham 98,43 37,88 35,50
Controle Sham 95,30 44,95 20,03

PBY ovX 111,35 28,09 26,02
PBY OVvX 112,52 24,99 21,69
PBY OVvX 106,20 19,44 12,74
PBY OvX 108,25 17,64 1541
PBY OVvX 103,85 26,23 18,46
PBY OovX 112,15 32,41 15,04
PBY OVvX 107,00 32,41 25,40
PBY OVvX 115,93 24,88 32,58
PBY OVvX 114,30 15,82 26,05
PBY OVX 103,40 16,74 22,94
PBY OVvX 111,90 19,50 0,37
PBY OVX 110,75 22,92 37,41
PBY OVvX 112,52 33,87 33,37
PBY OVX 107,05 15,14 25,24
PBY OVX 109,66 15,87 25,99
PBY ovX 110,20 8,62 38,51
PBY Sham 111,97 24,84 0,05
PBY Sham 108,20 15,24 28,16
PBY Sham 114,51 39,13 18,17
PBY Sham 109,00 27,27 2,75
PBY Sham 105,00 25,01 26,27
PBY Sham 111,00 18,63 21,07
PBY Sham 110,00 20,99 19,57
PBY Sham 101,50 5,95 17,67
PBY Sham 107,68 17,57 11,35
PBY Sham 103,50 17,54 5,33
PBY Sham 107,50 20,56 20,98
PBY Sham 112,00 29,85 26,10
PBY Sham 112,40 18,97 10,67
PBY Sham 95,52 24,75 6,46
PBY Sham 108,10 18,88 25,23
PBY Sham 113,50 23,70 15,40

PBY: Produto a base de yacon; OVX: ratas ovariectomizadas (sem ovario); Sham: (ratas
celiotomizadas, com ovario).
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Quadro |. Dados relacionados ao balanco de calcio por grupo e
tipo de cirurgia (n=16)

Grupo Cirurgia | AAF (mg) AA (%) BM (mg) RM (%)
Controle oVvX 82,84 71,53 51,86 44,78
Controle OVvX 96,58 84,20 72,12 62,87
Controle ovX 90,91 76,82 59,08 49,93
Controle oVvX 81,07 75,56 39,37 36,69
Controle OVvX 99,09 81,27 61,50 50,44
Controle ovX 70,48 70,50 66,44 66,46
Controle OVvX 114,40 81,64 73,72 52,61
Controle oVvX 71,67 70,87 60,66 59,98
Controle OVvX 71,72 71,87 58,80 58,92
Controle OVvX 56,97 61,77 45,28 49,10
Controle OVX 93,71 76,50 85,01 69,40
Controle OVX 90,42 76,11 64,41 54,21
Controle OVX 84,54 75,69 44 96 40,25
Controle OVvX 57,001 58,85 46,94 48,47
Controle OVX 70,47 78,12 31,52 34,94
Controle ovX 52,50 60,22 39,40 45,20
Controle Sham 84,28 77,75 81,70 75,38
Controle Sham 102,57 87,34 73,31 62,43
Controle Sham 100,94 80,69 70,27 56,176
Controle Sham 116,67 86,41 103,46 76,63
Controle Sham 87,28 82,81 57,96 55,00
Controle Sham 60,73 61,18 45,10 45,44
Controle Sham 71,30 73,93 32,17 33,36
Controle Sham 38,42 61,65 34,80 55,85
Controle Sham 88,37 74,60 57,64 48,65
Controle Sham 87,80 79,57 75,15 68,11
Controle Sham 85,96 70,32 63,04 51,57
Controle Sham 85,52 71,70 48,58 40,73
Controle Sham 77,76 77,10 65,24 64,69
Controle Sham 69,35 73,81 55,57 59,15
Controle Sham 60,55 61,51 25,05 25,44
Controle Sham 50,34 52,82 30,30 31,80
PBY OVX 83,25 74,76 57,22 51,39
PBY OVX 87,53 77,78 65,84 58,51
PBY OVvX 86,75 81,69 74,01 69,69
PBY ovX 90,60 83,69 75,19 69,46
PBY OVvX 77,61 74,74 59,15 56,96
PBY OVX 79,73 71,09 64,69 57,68
PBY OVvX 74,58 69,70 49,17 45,96
PBY OVvX 91,05 78,53 58,47 50,43
PBY OVX 98,47 86,15 72,42 63,36
PBY OVvX 86,65 83,80 63,71 61,62
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Continuacdo...

Grupo Cirurgia | AAF (mg) AA (%) BM (mg) RM (%)
PBY OVvX 92,39 82,57 92,02 82,23
PBY OovX 87,82 79,29 50,40 45,51
PBY OVvX 78,64 69,89 45,27 40,23
PBY OvX 91,90 85,85 66,66 62,27
PBY OVvX 93,78 85,52 67,79 61,81
PBY OVvX 101,57 92,17 63,05 57,21
PBY Sham 87,13 77,81 87,07 77,76
PBY Sham 92,95 85,91 64,79 59,88
PBY Sham 75,37 65,82 57,20 49,95
PBY Sham 81,72 74,97 78,96 72,44
PBY Sham 79,98 76,17 53,71 51,15
PBY Sham 92,36 83,20 71,28 64,22
PBY Sham 89,00 80,91 69,42 63,11
PBY Sham 95,54 94,13 77,86 76,71
PBY Sham 90,11 83,67 78,75 73,13
PBY Sham 85,95 83,04 80,62 77,89
PBY Sham 86,93 80,86 65,95 61,35
PBY Sham 82,14 73,34 56,03 50,03
PBY Sham 93,42 83,12 82,75 73,62
PBY Sham 70,77 74,08 64,30 67,32
PBY Sham 89,21 82,52 63,98 59,18
PBY Sham 89,79 79,11 74,38 65,54

PBY: Produto a base de yacon; OVX: ratas ovariectomizadas (sem ovario); Sham:
(ratas celiotomizadas, com ovario).
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Quadro J. Contetdo mineral 6sseo por grupo e tipo de
cirurgia (n=16)

Grupo Cirurgia | Ca (%) Mg (%) P (%)
Controle OovX 19,99 0,20 9,25
Controle OVvX 22,58 0,20 9,53
Controle OovX 20,28 0,20 9,53
Controle OovX 18,83 0,18 7,81
Controle OVvX 21,28 0,21 8,99
Controle OovX 21,72 0,19 9,81
Controle OVvX 25,67 0,22 8,03
Controle OovX 28,45 0,24 10,74
Controle OVvX 13,46 0,16 6,61
Controle OVvX 16,07 0,19 7,81
Controle OVX 20,04 0,20 8,49
Controle ovX 23,07 0,21 10,74
Controle OVX 22,46 0,21 8,49
Controle OoVvX 26,15 0,21 8,99
Controle OVX 24,43 0,20 10,74
Controle OVX 28,23 0,24 11,08
Controle Sham 26,92 0,23 11,81
Controle Sham 3,30 0,049 2,77
Controle Sham 20,91 0,19 12,21
Controle Sham 17,72 0,17 6,99
Controle Sham 28,53 0,21 9,53
Controle Sham 28,20 0,23 10,74
Controle Sham 19,37 0,19 7,81
Controle Sham 25,00 0,23 8,26
Controle Sham 23,33 0,21 9,25
Controle Sham 21,18 0,18 8,49
Controle Sham 28,74 0,24 11,08
Controle Sham 28,84 0,26 9,81
Controle Sham 17,81 0,17 7,59
Controle Sham 23,89 0,20 8,99
Controle Sham 19,55 0,18 8,74
Controle Sham 28,09 0,26 12,21
PBY OoVvX - - -
PBY OoVvX 25,21 0,23 10,74
PBY OVX 18,58 0,20 7,81
PBY OoVvX 28,80 0,24 9,81
PBY OVX 28,36 0,25 8,99
PBY OoVvX 27,39 0,25 4,49
PBY OVX 22,23 0,20 8,03
PBY OVX 26,75 0,25 9,53
PBY OoVvX 21,44 0,23 10,11
PBY OVX 29,09 0,25 10,11
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Continuacéo...

Grupo Cirurgia | Ca (%) Mg (%) P (%)
PBY OVX 23,30 0,21 9,81
PBY OovX 24,68 0,22 9,53
PBY OVvX 24,04 0,21 11,08
PBY ovX 27,67 0,23 10,11
PBY OVvX 20,00 0,18 8,03
PBY OVvX 22,37 0,20 8,49
PBY Sham 20,51 0,19 7,81
PBY Sham 27,19 0,22 10,74
PBY Sham 26,51 0,23 9,25
PBY Sham 21,03 0,19 8,49
PBY Sham 28,79 0,22 10,11
PBY Sham 19,70 0,19 8,03
PBY Sham 20,58 0,20 9,25
PBY Sham 23,54 0,22 8,74
PBY Sham 20,04 0,19 9,81
PBY Sham 19,74 0,19 9,81
PBY Sham 25,73 0,24 9,81
PBY Sham 24,62 0,22 9,81
PBY Sham 25,66 0,23 9,81
PBY Sham 23,48 0,23 9,53
PBY Sham 21,98 0,20 9,53
PBY Sham 26,93 0,22 9,81

PBY: Produto a base de yacon; Ca: calcio; Mg: magnésio;
P: fésforo; OVX: ratas ovariectomizadas (sem ovario);
Sham: (ratas celiotomizadas, com ovario).
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Quadro K. Niveis séricos dos marcadores de
formacao e reabsorcdo 6ssea por grupo e tipo
de cirurgia (n=10)

Grupo Cirurgia FA (U/L) NTX ng/mL
Controle Sham 39,00 64,84
Controle Sham 43,00 36,36
Controle Sham 49,00 40,14
Controle Sham 21,00 29,71
Controle Sham 30,00 50,98
Controle Sham 23,00 22,76
Controle Sham 34,00 46,51
Controle Sham 39,00 29,90
Controle Sham 28,00 28,21
Controle Sham 49,00 33,48
Controle OVX 25,00 68,18
Controle ovX 39,00 60,72
Controle OVX 35,00 71,12
Controle ovX 26,00 35,85
Controle ovX 25,00 52,59
Controle OVX 33,00 14,38
Controle ovX 13,00 58,30
Controle OVX 25,00 40,14
Controle ovX 34,00 52,59
Controle OVX 34,00 35,85
PBY Sham 53,00 30,10
PBY Sham 47,00 53,84
PBY Sham 25,00 39,57
PBY Sham 42,00 27,16
PBY Sham 64,00 20,17
PBY Sham 35,00 39,01
PBY Sham 36,00 28,95
PBY Sham 71,00 25,06
PBY Sham 64,00 24,60
PBY OovX 55,00 53,42
PBY ovX 65,00 11,69
PBY OvX 41,00 25,06
PBY OovX 70,00 37,92
PBY ovX 58,00 24,60
PBY OVvX 94,00 34,64
PBY ovX 108,00 46,55
PBY OVvX 96,00 46,51
PBY OVX 46,00 31,52
PBY ovX 76,00 48,68

PBY: Produto a base de yacon; OVX: ratas

ovariectomizadas

(sem ovario);

Sham: (ratas

celiotomizadas, com ovario). FA: Fosfatase Alcalina;
NTX: Telopeptideo Aminoterminal do colageno tipo |
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Quadro L. Contetdo mineral 6sseo (CMO), area do fémur e
densidade mineral éssea (DMO) por grupo e tipo de cirurgia
(n=16)

Grupo Cirurgia |CMO(g) |Area(cm?) DMO (g/cm?)
Controle OVvX 0,3280 1,3110 0,2500
Controle ovX 0,3580 1,5510 0,2310
Controle ovX 0,3790 1,6010 0,2370
Controle OVvX 0,3000 1,3920 0,2150
Controle oVvX 0,2870 1,3640 0,1370
Controle OVvX 0,2080 1,2650 0,1640
Controle ovX 0,3070 1,3600 0,2260
Controle OVvX 0,3750 1,4600 0,2570
Controle OVvX 0,2940 1,2080 0,2430
Controle ovX 0,2400 1,3140 0,1830
Controle OVvX 0,3690 1,5740 0,2350
Controle ovX 0,3010 1,4150 0,2120
Controle OVvX 0,3610 1,6080 0,2250
Controle ovX 0,2070 1,4000 0,1480
Controle ovX 0,3580 1,7450 0,2050
Controle OvX 0,3430 1,4440 0,2380
Controle Sham 0,3630 1,4530 0,2500
Controle Sham 0,3720 1,5580 0,2390
Controle Sham 0,3820 1,6330 0,2340
Controle Sham 0,2900 1,3120 0,2210
Controle Sham 0,3920 1,6690 0,2350
Controle Sham 0,2200 1,2210 0,1810
Controle Sham 0,3320 1,5230 0,2180
Controle Sham 0,3250 1,3250 0,2450
Controle Sham 0,3000 1,2680 0,2370
Controle Sham 0,3240 1,3430 0,2410
Controle Sham 0,4030 1,7160 0,2350
Controle Sham 0,3410 1,3670 0,2500
Controle Sham 0,2210 1,1940 0,1850
Controle Sham 0,2660 1,3220 0,2010
Controle Sham 0,3280 1,3310 0,2470
Controle Sham 0,3920 1,3600 0,2890
PBY OVX 0,3460 1,7470 0,1990
PBY OVvX 0,3550 1,4200 0,2500
PBY OVX 0,1960 1,3210 0,1480
PBY OVvX 0,2140 1,3200 0,1620
PBY ovX 0,3540 1,6480 0,2150
PBY OVvX 0,3170 1,3500 0,2350
PBY OVvX 0,2790 1,3150 0,2120
PBY OVX 0,3220 1,3950 0,2310
PBY OVvX 0,3190 1,5690 0,2030
PBY OVX 0,3100 1,4010 0,2210
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Continuacéo...

Grupo Cirurgia |CMO(g) |Area(cm?) DMO (g/cm?)
PBY OVX 0,2880 1,5000 0,1920
PBY OVvX 0,4010 1,7900 0,2240
PBY OVX 0,4190 1,6090 0,2600
PBY OVvX 0,3070 1,4330 0,2150
PBY OVX 0,3900 1,7150 0,2280
PBY OVX 0,3260 1,6620 0,1960
PBY Sham 0,3050 1,2660 0,2410
PBY Sham 0,3940 1,6430 0,2400
PBY Sham 0,3460 1,4180 0,2440
PBY Sham 0,3060 1,2810 0,2390
PBY Sham 0,3550 1,2910 0,2750
PBY Sham 0,2210 1,3260 0,1670
PBY Sham 0,3590 1,4700 0,2440
PBY Sham 0,2260 1,3360 0,1690
PBY Sham 0,2940 1,4090 0,2090
PBY Sham 0,3400 1,2770 0,2660
PBY Sham 0,3940 1,5860 0,2480
PBY Sham 0,3270 1,3540 0,2410
PBY Sham 0,2270 1,3340 0,1700
PBY Sham 0,2520 1,2750 0,1980
PBY Sham 0,3000 1,5060 0,1990
PBY Sham 0,2130 1,2940 0,1640

PBY: Produto a base de yacon; OVX: ratas ovariectomizadas (sem
ovario); Sham: (ratas celiotomizadas, com ovario).
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Quadro M. Forca maxima, rigidez e tenacidade da cabeca do fémur por
grupo e tipo de cirurgia (n=16)

Grupo Cirurgia Forca maxima (N) Rigidez (Mpa) Tenacidade (mJ)
Controle oVvX 130,80 143,99 70,50
Controle OVvX 131,69 312,21 54,70
Controle ovX 133,55 271,69 61,40
Controle oVvX 96,00 265,64 37,10
Controle OVvX 129,07 368,66 37,07
Controle ovX 154,53 265,90 62,00
Controle OVvX 116,47 143,69 75,90
Controle oVvX 80,40 65,506 52,30
Controle OVvX 130,41 136,72 83,90
Controle OVvX 107,39 238,75 43,70
Controle ovX 139,62 225,00 103,00
Controle OVvX 33,77 26,436 31,30
Controle OVX 138,61 185,81 61,10
Controle OVX 148,51 120,72 101,00
Controle OVX 90,25 192,58 31,10
Controle ovX 96,52 161,48 66,90
Controle Sham 132,21 207,44 59,50
Controle Sham 136,30 285,58 41,20
Controle Sham 101,50 119,39 59,20
Controle Sham 169,69 414,2 91,60
Controle Sham 115,51 213,93 40,50
Controle Sham 109,37 259,92 25,90
Controle Sham 102,59 238,05 36,20
Controle Sham 136,23 221,15 48,80
Controle Sham 122,42 317,56 35,70
Controle Sham 56,35 398,69 6,73
Controle Sham 165,66 442 .91 79,70
Controle Sham 122,93 185,86 51,70
Controle Sham 146,85 197,71 82,90
Controle Sham 192,84 224,43 88,00
Controle Sham 135,15 323,92 47,30
Controle Sham 132,65 201,08 99,10
PBY OVX 127,6 215,86 77,40
PBY OVX 151,97 206,49 78,90
PBY OVvX 121,72 84,90 110,00
PBY ovX 108,73 258,98 35,10
PBY OVvX 107,26 222,02 48,40
PBY ovX 148,00 255,02 129,00
PBY OVvX 129,52 293,61 62,90
PBY OVvX 108,92 255,59 42,00
PBY ovX 110,59 303,34 43,60
PBY OVvX 137,39 243,16 95,30
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Continuagéo...

Grupo Cirurgia Forca maxima (N) Rigidez (Mpa) Tenacidade (mJ)
PBY OVvX 128,11 163,70 62,60
PBY OovX 137,13 295,34 39,50
PBY OVvX 142,76 340,81 92,7
PBY OovX 121,52 332,48 41,00
PBY OVvX 116,22 205,11 53,80
PBY OVvX 111,99 190,09 76,80
PBY Sham 119,29 266,50 39,00
PBY Sham 143,08 222,43 75,00
PBY Sham 103,74 222,26 40,00
PBY Sham 176,02 233,57 92,70
PBY Sham 124,27 207,56 46,70
PBY Sham 103,23 274,06 38,80
PBY Sham 122,04 333,63 65,10
PBY Sham 150,5 287,95 48,60
PBY Sham 101,06 258,28 42,80
PBY Sham 165,53 283,77 52,20
PBY Sham 123,19 191,20 63,10
PBY Sham 140,14 211,86 76,50
PBY Sham 70,93 198,69 24,40
PBY Sham 140,39 121,50 92,50
PBY Sham 108,03 237,19 39,30
PBY Sham 109,88 261,76 53,00

PBY: Produto a base de yacon; OVX: ratas ovariectomizadas (sem ovario); Sham: (ratas
celiotomizadas, com ovario).
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Quadro N. Forca maxima, rigidez e mdédulo de elasticidade da diafise do fémur
por grupo e tipo de cirurgia (n=16)

Grupo Cirurgia Fméx(N) |Rigidez (Mpa) Modulo de Elasticidade (Mpa)
Controle ovX 1063,97 4944,40 4968,60
Controle OVvX 467,42 1572,50 2010,10
Controle ovX 640,81 X X
Controle oVvX 447,66 805,68 947,18
Controle OVvX 822,97 5006,20 5801,40
Controle oVvX 381,01 1296,10 1353,40
Controle OVvX 712,32 1963,50 2796,20
Controle oVvX 301,38 891,54 984,37
Controle OVvX 344,30 3257,20 1996,60
Controle OVvX 502,21 1697,80 2034,80
Controle ovX 783,96 2382,60 2420,10
Controle OovX 280,40 X 1755,10
Controle ovX 502,85 1918,00 2583,20
Controle OVX 628,28 2521,20 2147,80
Controle OVX 451,24 1147,70 1432,70
Controle ovX 618,30 1778,30 3587,00
Controle Sham 881,30 3065,50 3203,10
Controle Sham 822,27 4620,30 4642,70
Controle Sham 449,38 3248,10 2751,20
Controle Sham 780,37 3003,00 2983,80
Controle Sham 701,13 1419,30 1578,40
Controle Sham 804,36 2180,10 2790,50
Controle Sham 428,21 1735,40 2014,40
Controle Sham 661,03 1630,10 1715,80
Controle Sham 275,09 1516,20 2060,70
Controle Sham 704,45 1693,60 1995,80
Controle Sham 868,96 4301,20 5046,60
Controle Sham 664,35 1782,00 2699,70
Controle Sham 475,35 X X
Controle Sham 533,30 1114,70 1210,80
Controle Sham 596,43 1059,30 1763,30
Controle Sham 629,11 1701,40 1974,40
PBY OVX 591,69 2121,90 2790,40
PBY ovX 807,69 3904,00 5070,60
PBY OVvX 528,31 933,23 1377,20
PBY OVX 641,45 1291,70 2323,80
PBY OVvX 504,77 1664,10 1908,10
PBY OVX 713,92 2271,10 2413,50
PBY OVvX 756,77 3033,00 4382,40
PBY OVvX 621,88 1824,10 1835,10
PBY ovX 540,59 1552,30 1009,00
PBY OVvX 790,54 4493,80 4425,30
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Continuagéo...
Grupo Cirurgia Fméax(N) |Rigidez (Mpa) Mdédulo de Elasticidade (Mpa)
PBY OVvX 391,56 3120,90 2453,30
PBY OovX 811,27 1768,50 1903,20
PBY OVvX 848,49 2831,90 4005,20
PBY OvX 485,84 2091,80 2448,00
PBY OVvX 445,42 1353,90 1294,10
PBY Sham 598,92 3266,20 4020,40
PBY Sham 720,32 2576,70 2923,20
PBY Sham 527,60 2132,60 2229,40
PBY Sham 653,35 2639,10 3358,30
PBY Sham 601,54 2892,30 5450,60
PBY Sham 518,33 1175,40 1566,80
PBY Sham 908,93 2800,10 4037,70
PBY Sham 737,33 1352,10 1761,00
PBY Sham 827,70 4286,00 4443,80
PBY Sham 419,70 3407,30 3136,30
PBY Sham 312,89 1442,90 1393,30
PBY Sham 684,11 1955,00 2075,40
PBY Sham 594,38 1656,60 1653,70
PBY Sham 467,16 1102,70 1571,90
PBY Sham 458,78 1237,90 1549,90
PBY Sham 601,09 1314,00 1627,40

PBY: Produto a base de yacon; OVX: ratas ovariectomizadas (sem ovario); Sham: (ratas
celiotomizadas, com ovario); x: sem condi¢do de célculo.
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