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RESUMO

A Sindrome metabolica (SM) é caracterizada pela associacdo de fatores de riscos
para doencas cardiovasculares e Diabetes Mellitus tipo 2, tais como adiposidade
abdominal, resisténcia a insulina, dislipidemia, hipertensdo e disfuncédo endotelial. A
presente investigacdo avaliou o efeito do prebidtico yacon (Smallanthus
sonchifolius), e do probiotico Lactobacillus plantarum Lpl115, individualmente e em
simbiose, nos parametros metabdlicos e de estresse oxidativo em ratos com SM. A
SM foi induzida por racdo enriquecida com 66% de frutose em ratos Wistar machos
(n=50), divididos em cindo grupos de dez animais. Os tratamentos foram: G1, que
recebeu racéo padrao, sem inducdo de SM. Os grupos G2, G3, G4 e G5, receberam
racao enriquecida com 66% frutose. G2: nao teve intervencdes terapéuticas; G3:
recebeu tratamento com probidtico L.plantarum Lp 115 (109 UFC); G4: recebeu
prebidtico Yacon em pé (10%) e G5: foi tratado com bebida simbidtica contendo
L.plantarum Lp 115 e yacon (1011 UFC), durante oito semanas. Os tratamentos
foram realizados por gavagem. Apds oito semanas foi constatada a SM nos roedores
alimentados com racéo enriquecida com frutose, por meio da comparacao dos niveis
plasmaticos de glicose em jejum (p< 0,001), insulina (p< 0,005), HOMA-IR (p<
0,0003), triglicerideos (p<0,005) e HDL-c (p<0,005).0 tratamento com probiotico foi
eficaz na reducdo dos niveis plasméticos de insulina (p= 0,015) e HOMA-IR
(p=0,004). O tratamento com prebidtico ndo alterou nenhum dos parametros
metabdlicos avaliados. No entanto, a administracdo em simbiose, resultou em
aumento na resisténcia a insulina (p=0,034). Com relacdo ao estresse oxidativo, a
inducdo da SM reduziu os valores de NOx (p=0,012) e aumentou 0s niveis de SH
(p<0,0001) e TRAP (p=0,044). O tratamento com probidticos ndo alterou nenhum
parametro avaliado de estresse oxidativo. No entanto, o tratamento com prebidticos
reduziu os niveis de hidroperoéxido lipidico (p=0,002) e aumentou SH (p=0,049) e
TRAP (p=0,034). Em simbiose, houve reducao do hidroperoéxido lipidico (p=0,015) e
aumento dos niveis de Nox (p=0,002) e SH (p=0,031). O presente estudo
demonstrou que o uso do probidtico, individualmente, apresentou efeitos favoraveis
na reducao da resisténcia a insulina. O uso de prebiotico e simbidtico diminuiram a
oxidacao lipidica e aumentaram as defesas antioxidantes.

Palavras chaves: Probiéticos. Prebidticos. Simbidticos. HOMA-IR. Insulina. TRAP.
NO.
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ABSTRACT

Metabolic syndrome (MS) is a cluster of risk factors for cardiovascular disease and
type 2 diabetes, such as abdominal obesity, insulin resistance, dyslipidemia,
hypertension and endothelial dysfunction. This research evaluated the effect of
yacon prebiotic (Smallanthus sonchifolius), and the probiotic Lactobacillus plantarum
Lpl115, individually and in symbiosis on metabolic parameters and oxidative stress in
rats with MS. MS was induced by diet supplemented with 66% fructose in male
Wistar rats (n = 50) with seven weeks, divided into five groups of ten animals. The
treatments were: G1, received standard diet and did not receive SM induction
(fructose overload). G2, G3, G4 and G5 received diet supplemented with 66%
fructose. G2: did not receive therapeutic interventions; G3: received treatment with
probiotic L.plantarum Lp 115 (109 CFU); G4: received prebiotic Yacon powder (10%);
G5: was treated with synbiotic drink containing L.plantarum Lp 115 and yacon
powder (1011 CFU), for eight weeks. Treatments performed by gavage. After eight
weeks it was found SM in rodents fed diet supplemented with fructose, by comparing
plasma levels of fasting glucose (p< 0.001), ), insulin (p <0.005), HOMA-IR (p
<0.0003), triglycerides (p <0.005) and HDL-c (p<0.005). The probiotic treatment was
effective in reducing plasma insulin levels (p = 0.015) and HOMA-IR (p = 0.004). The
prebiotic treatment was not able to change any of the evaluated metabolic
parameters. Nevertheless, the symbiosis administration resulted in increased insulin
resistance (P= 0.034).Regarding oxidative stress, induction of MS reduced NOx
values (p=0.012) and increased SH levels SH (p<0.0001) and TRAP (p=0.044). The
probiotic treatment was not able to change any parameter evaluated for oxidative
stress. However, prebiotic treatment (G4) was capable of reducing lipid
hydroperoxide levels (p = 0.002), increasing SH (p = 0.049) and TRAP (p = 0.034). In
symbiosis, there was a reduction in lipid hydroperoxide (p = 0.015) and increased
levels of NOx (p = 0.002) and SH (p = 0.031). The present study demonstrated that
the use of probiotics alone showed favorable effects in reducing insulin resistance.
The use of prebiotic and synbiotic decreased lipid oxidation and increased
antioxidant defenses.

Key words: Probiotics. Prebiotics. Synbiotics. HOMA-IR. Insulin. TRAP. NO.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome Metabdlica (SM) é caracterizada pela associagdo de diversos
fatores de riscos, podendo levar ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares e
diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (VIDIGAL et al., 2013). Fatores esses que incluem:
adiposidade abdominal, resisténcia a insulina (RI), hipertensao arterial, dislipidemia
com niveis elevados de triglicerideos e diminuigdo dos niveis de lipoproteina de alta
densidade (HDL), inflamacgao de baixo grau e uma disbiose intestinal (DANDONA et
al., 2005; BROWN et al., 2012).

Outro fator de risco relacionado a SM é o estresse oxidativo (EO), que ocorre
em virtude de um desequilibrio entre a producéo e a inativacao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs). Em individuos com SM o EO também esta
relacionado a adiposidade e RI sugerindo que este desequilibrio de espécies
reativas pode ser um evento precoce no desenvolvimento destas doengas crbnicas
(ROBERTS; SINDHU, 2009; GRATTAGLIANO et a., 2008).

A alimentacao inadequada, inatividade fisica e predisposicdo genética estao
entre os principais fatores que contribuem para o surgimento da SM, cuja prevengéo
primaria € um desafio mundial, com importante repercussdo para saude publica
(GIACAGLIA; SILVA; SANTOS, 2010).

Os fatores dietéticos exercem um papel fundamental tanto nos componentes
individuais como na prevencado e controle da SM (STEEMBURGO et al., 2005).
Portanto, a possibilidade da utilizacdo de probidticos, prebidticos e simbidticos na
alimentagcao surge como forma de auxiliar na preveng¢ao e/ou no tratamento de tais

condicoes.

Os probidticos sao micro-organismos vivos (normalmente do género
Lactobacillus e Bifidobacterium) que, quando consumidos regularmente em
quantidades suficientes, podem produzir efeitos benéficos a saude, beneficiando o
hospedeiro por meio da melhoria no equilibrio da microbiota intestinal (GUARNER;
MALAGELADA, 2003).
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Existe um crescente interesse na exploracdo dos efeitos dos probiéticos nos
componentes individuais da SM (KOVATCHEVA-DATCHARY et al., 2013). E bem
relatado, na literatura, que varias linhagens de probidticos melhoram os parametros
metabdlicos tais como: hipertensdo, obesidade, inflamacdo, dislipidemia e
resisténcia a insulina (NAKAMURA; OMAYE, 2012).

Por outro lado, os prebidticos sdo também uma interessante alternativa de
consumo, constituem-se de fibras dietéticas fermentaveis encontradas naturalmente
em plantas como: chicoria, aspargos, alho, cebola, alcachofra que promovem o
crescimento de bactérias benéficas como Lactobacillus e Bifidobacterium no
intestino e consequentemente permite alteragdes benéficas locais e sistémicas
(FRIC, 2007).

O yacon (Smallanthus sonchifolius) é uma raiz tuberosa nativa da América do
Sul que possui caracteristicas prebiodticas estabelecidas. Essa raiz contém um alto
conteudo de frutooligossacarideos (FOS) e seu consumo estd associado a
mudangas na microbiota intestinal e uma melhora nos fatores de riscos para SM,
como: obesidade, inflamacéo, resisténcia a insulina e niveis lipidicos alterados, além
do aumento da saciedade que contribui na manutengéo do peso (EVERARD; CANI,
2013).

A hipétese deste presente estudo € que a associagdo de probidticos e
prebidticos em simbiose (simbidticos) pode potencializar todos os efeitos
supracitados e se tornar uma importante estratégia dietética no controle e prevencao
da SM.

Os simbiéticos mais usados consistem de misturas de oligofrutose sendo FOS
e galactoligossacarideos (GOS) os mais utilizados, em combinagdo com algumas
espécies de bactérias probidticas como L. plantarum, L. paracasei, L. rhamnosus, B.
bifidum ou B. lactis (MALAGO; KONINKX; MARINSEK-LOGAR, 2011).

Assim, este estudo visa avaliar o efeito do yacon e Lactobacillus plantarum
(Lp115) individualmente e em simbiose nos parametros metabdlicos e de estresse
oxidativo em ratos Wistar machos com Sindrome Metabdlica (SM) induzida por

frutose.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do yacon e Lactobacillus plantarum (Lp115) isoladamente e
em simbiose nos parametros metabodlicos e de estresse oxidativo em ratos Wistar

machos com Sindrome Metabdlica (SM) induzida por frutose.

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar se o uso de probidtico, prebidtico e simbidtico € capaz de alterar o
perfil glicémico e lipidico em ratos Wistar machos com SM;

e Avaliar o efeito de probidtico, prebidtico e simbidtico nos pardametros de
oxidacgao lipidica e nas defesas antioxidantes de ratos Wistar machos com
SM;

e Comparar se a mistura simbidtica apresenta efeito sinérgico nos parametros
metabdlicos e de estresse oxidativo em relagao aos efeitos obtidos individual
com o probidtico e prebidtico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SINDROME METABOLICA

A sindrome metabdlica (SM) € um transtorno complexo representado por um
conjunto de fatores de risco cardiovasculares, usualmente relacionados a deposi¢cao

central de gorduras e a resisténcia a insulina (Rl) (BRANDAO et al., 2005).

Na década de 1940, o francés Jean Vague reconheceu a existéncia de dois
tipos de obesidade: a androide, cuja obesidade se assemelha ao tipo masculino,
predominantemente abdominal, e a ginecoide, com deposigdo mais periférica, em
quadril ou membros inferiores, tipica de mulher. Nos trabalhos de Vague foi
demonstrada a estreita relagcdo entre as anormalidades metabdlicas, tais como
Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hiperlipidemia e hiperuricemia, e o tipo androide.
Esta associagdo viria a ser a esséncia da SM (GIACAGLIA; SILVA; SANTOS, 2010).

Nao existe uma definicdo de comum acordo entre as entidades internacionais

para a SM, porém, os fatores de riscos sao praticamente os mesmos (Tabela 1).

Tabela 1- Fatores de risco para o desenvolvimento da Sindrome Metabdlica

FATOR DE RISCO OMS, 2006* NCEP-ATP lll, 2002** IDF, 2006***

Obesidade abdominal

Homem >90cm >102 cm >90 cm

Mulher >85cm > 88 cm >80 cm
Triglicerideos > 150mg/dI > 150mg/dI = 150mg/dl
HDL-c

Homem < 35mg/dl < 40mg/d < 40mg/dl

Mulher <40mg/dl < 50mg/di < 50mg/di
Pressdo Sanguinea =140/90mmHg = 130/80mmHg = 130/80mmHg
Glicemia em jejum =110mg/dl =100mg/dl
Resistencia a insulina Sim Néo Néo

* Organizagdo Mundial da Saude; ** National Cholesterol Education Program;
*** International Diabetes Federation
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De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS,1998), a presenca de
Rl é necessaria para o diagndstico de SM, mais a presenca de dois ou mais
componentes. Para o National Cholesterol Education Program — Adult Treatment
Panel IIl (NCEP-ATP lll, 2002), o diagnodstico de SM é positivo pela presencga de trés
dos cincos critérios adotado. Ja a obesidade abdominal, associada a presenca de
dois ou mais componentes é obrigatoria para firmar o diagndstico de SM de acordo
com o International Diabetes Federation (IDF,2006) (STEEMBURGO et al., 2007).
Devido a sua simplicidade e praticidade a definigio do NCEP-ATP Il é
recomendada pela | Diretriz Brasileira de Diagndstico e Tratamento da Sindrome

Metabdlica.

Apesar de nao fazerem parte dos diagnosticos da SM, varias condigdes
clinicas e fisiopatolégicas estdo frequentemente a ela associadas, tais como:
sindrome de ovarios policisticos, acanthosis nigricans, doenga hepatica gordurosa
nao-alcodlica, microalbuminuria, estados pro-trombaticos, estados pré-inflamatérios
e de disfungdo endotelial e hiperuricemia (BRANDAO et al., 2005).

Além dos parémetros caracteristicos da SM, os individuos com a doenca

também apresentam importante disfungédo endotelial e aceleragao da aterosclerose.

Varios fatores tém sido associados ao seu desenvolvimento, como: i)
adiposidade visceral e producao desequilibrada de citocinas pré e antiinflamatdrias
(adiponectina) pelo tecido adiposo, resultando em inflamacdo de baixo grau, ii)
diminuicdo da biodisponibilidade do o6xido nitrico (NO) resultando em disfungao
endotelial, iii) hiperuricemia e iv) estresse oxidativo (EO) (DANDONA et al., 2005)

A SM possui uma etiologia multi-fatorial, que compreende de interagdes
complexas entre os diversos fatores, como: predisposigdo genética, estilo de vida,
dieta e alteragdes ambientais, incluindo as mudangas epigenéticas durante o
desenvolvimento (MALLAPPA et al., 2012).

Desde a segunda metade do século XX, populagdes de varios paises do
mundo incluindo o Brasil passaram por transformacdes comportamentais que
levaram ao aumento do consumo de alimentos ricos em calorias e a redugao da

atividade fisica. Essas modificagcdes tiveram consequéncias marcantes no
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incremento da prevaléncia de obesidade, doencas metabdlicas e cardiovasculares
(GIACAGLIA; SILVA; SANTOS, 2010).

A prevaléncia da SM € altamente dependente da idade, sendo, atualmente
uma epidemia ndo somente entre pessoas de meia idade, mas também entre
adolescentes e idosos (15-20% dos idosos com mais de 70 anos), tornando-se
assim um importante problema de saude publica (FULOP; TESSIER; CARPENTIER,
2006).

S30 poucos os dados a respeito da prevaléncia da SM na populacéo
brasileira. Vidigal e colaboradores (2013) realizaram uma revisao sistematica, sobre
a prevaléncia de SM na populacdo adulta brasileira. A maior prevaléncia da SM
(65.3%) foi encontrada em um estudo realizado com a populagdo indigena nas
cidades de Porto Alegre, Planalto e Nonoai no estado do Rio Grande do Sul
utilizando como critério de diagnostico NCEP-ATP IIl (2001), onde 60,8% dos
estudados eram mulheres e 39,2% homens (ROCHA et al., 2011). Em Virgem das
Gracgas e Caju, area rural do Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais foi encontrada a
menor prevaléncia (14,9%), onde a propor¢céo de mulheres também foi superior aos
dos homens (PIMENTA; GAZZINELLI; VELASQUEZ-MELENDEZ, 2011). A
prevaléncia geral de SM da populagéo adulta brasileira esta entre 28,9% e 29,6%,
nao diferindo muito da estimativa mundial que fica em torno de 20% e 25%
(VIDIGAL et al, 2013).

3.1.1 Obesidade e tecido adiposo

A obesidade é uma doencga cronica multifatorial, de genética e etiologia
complexas, acompanhada de elevada morbidade e mortalidade. O acumulo
excessivo de gordura corporal, principalmente a abdominal, armazenada sob a
forma de triglicerideos, estad associado a secre¢do aumentada de acidos graxos e
inumeros peptideos, responsaveis por disturbios metabdlicos que contribuem para o
desenvolvimento de DMZ2, RI, dislipidemia, hipertensdo arterial, doencas
cardiovasculares (GIACAGLIA; SILVA; SANTOS, 2010).
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Ha diversas formas de medir o acumulo de gordura corporal, dentre eles
destacam-se: o indice de massa corporal (IMC), medidas das dobras cutaneas e
medidas das circunferéncias do corpo, principalmente a circunferéncia da cintura,
que avalia a adiposidade central e o risco cardiovascular, uma vez que o IMC é um

parametro indireto e n&o quantifica a gordura corporal (FRANCISCHI et al, 2000).

A obesidade € um dos principais fatores predisponentes da SM e a obesidade
abdominal, um dos principais critérios de definicdo de SM pela International Diabetes
Federation (IDF, 2006).

O tecido adiposo exerce diversas fungdes no organismo, além de ser um
reservatorio, armazenando energia em excesso na forma de lipideos, também
exerce funcdo enddcrina, secretando uma série de substancias denominadas
adipocinas, sintetizadas nos adipocitos e em outras células (células do estroma e
macréfagos) (RAJALA; SCHERER, 2003). Dentre as adipocinas, podemos citar
interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), proteina C reativa (PCR),
leptina e adiponectina (GIACAGLIA; SILVA; SANTOS, 2010).

E bem conhecido que o tecido adiposo na obesidade esta associado a um
estado inflamatorio crénico de baixo grau, devido a uma superproducédo de
adipocinas pré-inflamatérias como: TNF-a, IL-6, PCR e leptina, e uma diminui¢cao da
adiponectina que é uma adipocina com propriedades anti-inflamatérias (GIACAGLIA;
SILVA; SANTOS, 2010).

A leptina € um hormédnio sintetizado principalmente no tecido adiposo, age no
hipotalamo, inibindo a liberagdo do neuropeptideo Y (neurotransmissor responsavel
pelo estimulo da ingestdo de alimento, hipersecrecdo de insulina e glicocorticéides).
Além de proporcionar um aumento no gasto energético (FRANCISCHI et al., 2000;
GUIMARAES et al., 2007), sua producéo sérica & proporcional a massa de tecido
adiposo, assim individuos obesos possuem uma maior concentragdo desse
horménio no sangue, decorrente de uma produgdo elevada devido a grande
quantidade de gordura corporal (LEITE et al., 2009; RAJALA, SCHERER, 2003).

Na fisiologia normal, o excesso de tecido adiposo € informado ao cérebro
mediante niveis elevados de leptina, esta por sua vez promove saciedade, redugcao
da ingesta alimentar e aumento do gasto energético (GIACAGLIA; SILVA; SANTOS,
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2010). Em obesos pode ocorrer a deficiéncia de leptina ou até mesmo a
hiperleptinemia, que € bem comum e trata-se de uma resisténcia a leptina,
ocorrendo principalmente no sistema nervoso central e ndo perifericamente como
nas células imunolégica (LEITE et al., 2009; RAJALA, SCHERER, 2003).

A adiponectina é expressa exclusivamente nos adipdcitos diferenciados, em
contraste a maioria das adipocinas, sua expressao diminui a medida que o tecido
adiposo aumenta e sua concentragdo no soro encontra-se reduzida em individuos
obesos, resistentes a insulina e ateroscleréticos (GIACAGLIA; SILVA; SANTOS,
2010). Possui varios efeitos benéficos como: aumento da sensibilidade a insulina,
captagao de glicose e redugao da produgao hepatica de glicose, inibicdo da sintese
de acido graxo, redugdo dos estoques de triglicerideos, possui efeito protetor
vasoprotetor e reduz a formagcédo da placa aterosclerética e o risco aterogénico,
atenua os efeitos das citocinas pré-inflamatéria TNF-a, IL-6 e IL-10, dentre outros
efeitos benéficos (GIACAGLIA; SILVA; SANTOS, 2010; RAJALA, SCHERER, 2003;
GUIMARAES et al., 2007).

Umas das consequéncias do estado inflamatério oriundo da obesidade é a R,
cuja etiologia destaca-se pela capacidade dos adipécitos secretarem diversas
citocinas pro-inflamatoérias como IL-6 e TNF-a oriundas do tecido adiposo, que por
sua vez interferem na sinalizagao intracelular da insulina e comprometem a fungao
endotelial e o metabolismo pos-prandial (RIBEIRO FILHO et al., 2006;
GUIMARAES et al., 2007).

3.1.2 Resisténcia a insulina

A insulina estimula a captagdo de glicose pelo tecido adiposo e musculo
esquelético, ao mesmo tempo em que inibe a gliconeogénese hepatica, ajudando a
regular a homeostase glicémica. Além dessas agdes classicas, existem outros alvos
fisiolégicos importantes como cérebro, células B pancreaticas, coragdo, rim e
endotélio vascular (KUMAR; PERKINS, 2010).

A RI se caracteriza por uma diminui¢cdo da resposta de tecidos alvos (figado,

tecido adiposo e muscular) a insulina, sendo necessaria uma maior concentracao



21

desse horménio para se produzir uma resposta metabdlica normal. Nesse sentido, a
RI esta associada a obesidade, ao envelhecimento, ao habito de vida sedentario e,
ainda a predisposicao genética (CINTRA; ROPELLE; PAULI, 2011)

A RI pode ser classificada em periférica e hepatica, sendo que a hepatica é a
primeira a se manifestar e provavelmente a maior contribuinte da patogenia no
desenvolvimento desse quadro. O figado deixa de controlar a glicogendlise, a
gliconeogénese e a glicogenogénese. A periférica esta relacionada com musculos
esqueléticos e cardiacos sendo decorrente principalmente da falha no transportador
de glicose (GLUT 4). O excesso de acidos graxos livres e citonas pro-inflamatoérias
como TNF-qa, IL-6, leptina também atuam nos musculos periféricos, dificultando a
utilizacdo da glicose uma vez que diminui os efeitos da insulina, devido a uma falha
nos seus receptores (EL-ZAYADI, 2010; KUMAR; PERKINS, 2010).

A associagado entre obesidade e RI é vista em todos os grupos étnicos e
etarios, faixa de peso e em ambos os sexos. A maioria dos individuos obesos é
resistente a insulina. O aumento de gordura corporal total implica no aumento do
risco de Rl e DM2, mas ndo € somente a quantidade absoluta de gordura, mas
também a distribuicdo da gordura corporal que tem efeito na sensibilidade a insulina:
a obesidade central (gordura abdominal) estd mais provavelmente ligada a Rl do
que os depdsitos de gordura periférico (glutea/subcutanea) (KUMAR; PERKINS,
2010; GIACAGLIA; SILVA; SANTOS, 2010).

As células B - pancreaticas inicialmente compensam o estado de RI,
aumentando a secregao desse horménio (hiperinsulinemia compensatoria), com o
avancgar da resisténcia, essas células falham em responder adequadamente a
presenca de glicose e conduzem o sistema ao estado de intolerancia a glicose
(FATANI et al., 2012).

Quando as células B ja disfuncionais nao conseguem manter a
hiperinsulinemia compensatdria necessaria para manter os niveis de glicose dentro
da faixa de normalidade, desenvolve-se o DM2. Esse quadro de DM2 representa o
estagio final de uma sindrome progressiva e cronica causada pela combinacao de Rl
e diminuicdo da fungdo das células B e a pancreatica (GIACAGLIA; SILVA;
SANTOS, 2010; EL-ZAYADI, 2010)
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A RI constitui a base fisiopatolégica da SM, sendo um fator determinante no
desenvolvimento da DM2 e da doenga aterosclerdtica (GIACAGLIA; SILVA;
SANTOS, 2010). Em razédo disso, a identificacdo laboratorial do estado de RI torna-
se fundamental, e existem diferentes formas para tal identificacdo. Uma delas é o
clamp euglicémico onde por meio da administracdo de insulina intravenosa
concomitantemente com a glicose e avaliando-se a resposta, a menor absor¢ao da
glicose esta associada a uma maior resisténcia a insulina. Outra alternativa, e que
foi utilizada neste trabalho, é o calculo que correlaciona os indices de glicose e
insulina obtidos de amostras sanguineas em jejum. Trata-se do homeostasis model
assesment for insulin resistence (HOMA-IR), HOMA-IR: insulina jejum (pU/ml) X
glicose jejum (mmol/L) / 22,5 (VASQUES et al., 2007).

3.1.3 Dislipidemia

A dislipidemia é um fator de risco independente para doengas
cardiovasculares no contexto da SM, sendo caracterizada por um aumento no nivel
sérico de triglicerideos e uma diminuigdo nas concentragdes de HDL-c (high-density
lipoprotein cholesterol — lipoproteina de alta densidade) (KUMAR; PERKINS, 2010).

Devido ao desequilibrio energético, os adipocitos ficam hipertréficos
(aumentam de tamanho) ao acumular mais triglicerideos. Quando se atinge um valor
critico, os adipocitos do tecido adiposo visceral comegam a secretar citocinas e
quimicitocinas, que promovem o aumento do numero de macréfagos, estes por sua
vez libera outras citocinas como TNF-a e IL-6 que agem dificultando a transdug¢éao do
sinal da insulina, reduzindo seu efeito nos adipdcitos viscerais (FILHO, 2011;
KUMAR; PERKINS, 2010).

Os adipdcitos viscerais sdo responsaveis pela grande quantidade de acidos
graxos nao esterificados na circulagdo, com o aumento da disponibilidade desses
acidos graxos livres (AGL) no sistema hepatico, pode ocorrer uma estimulagéo para
esterificagdo diminuindo a sintese de HDL-c e aumentando a concentragao de
triglicerideos e LDL-c no sangue ( XAVIER et al., 2013; FILHO, 2011). O aumento
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desses AGL também estdo relacionados como uma das principais causa de EO na
obesidade e SM (GRATTAGLIANO et al., 2008).

3.1.4 Papel da frutose na Sindrome Metabdlica

Assim como para os seres humanos, para os animais em geral a dieta € um
dos principais agentes que contribuem para o desenvolvimento da SM (GIACAGLIA;
SILVA; SANTOS, 2010).

Desse modo, a simples mudanga na composi¢cdo da dieta oferecida aos
roedores pode servir como modelo para o desenvolvimento de alguns sintomas
associados a SM como: intolerancia a glicose, hipertrigliceridemia e Rl (TRAN;
YUEN; McNEILL, 2009). A frutose € um dos carboidratos possiveis de serem
utilizados nestes experimentos, pois quando € metabolizada pode ser convertida em
glicose, lipideos ou lactato (TRAN; YUEN; McNEILL, 2009).

Segundo Barreiros, Bossolan, Trindade (2005), a frutose € um
monossacarideo presente no organismo humano e na maioria das plantas, esta
comumente inserida na alimentagdo, sendo encontrada naturalmente ndo s6 em
frutas, como também consumidas em grandes quantidades pelos humanos em
alimentos industrializados, refrigerantes e sucos levando a um aumento do consumo

de frutose de mais de 500% entre as décadas de 70 e 90.

A frutose é absorvida no intestino por dois mecanismo distintos, sendo o
primeiro, por difusdo facilitada mediada pela proteina transportadora de glicose
(GLUT 5), que tem alta afinidade pela frutose e sua agado nado depende da
estimulagdo da insulina, enquanto o segundo por co-transporte, dependente de
glicose, gerando um aumento de 29% na absorgédo da frutose em associagcdo com
glicose na dieta. Na circulagao, a frutose é transportada pela proteina GLUT 2 até o
figado onde é rapidamente metabolizada pela enzima frutoquinase que fosforila no
carbono 1 em frutose-1 fosfato, que posteriormente é cindida pela aldolase B e duas
trioses, diidroxiacetona e glicearaldeido — fosfato. As trioses poderao participar de
trés vias metabdlicas: entrar na via glicolitica para produzir ATP (energia) e piruvato,

reduzir até glicerol e participar da sintese de triacilglicerois e outros lipideos
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(lipogénese) ou sofrer condensagédo com formagédo de frutose 1,6 difosfato e
posteriormente participar da gliconeogéneses (BASCIANO; FEDERICO; ADELI,
2005; TRAN; YUEN; McNEILL, 2009).

3.1.5 Estresse Oxidativo e Sindrome Metabdlica

A producao de espécies reativas de oxigénio (EROs), de nitrogénio (ERNSs),
entre outras espécies reativas, € parte integrante do metabolismo humano e é
observada em diversas condic¢des fisiologicas. EROs e ERNs desempenham papéis
fisiolégicos importantes como o controle da pressdao sanguinea, na sinalizagcéo
celular, na apoptose, na fagocitose de agentes patogénicos (VASCONCELOS et al.,
2007).

Por outro lado, quando sua producéo é exacerbada, o organismo dispde de
um eficiente sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio.
O estresse oxidativo (EO) resulta do desequilibrio entre o sistema pro6 e antioxidante,
com predominio dos oxidantes (VASCONCELOS et al., 2007).

O aumento dos niveis de EROs e ERNs durante o EO tem sido implicada na
obesidade, hipertensao, disfungcdo endotelial e na fisiopatologia da SM (URAKAWA
et al., 2003) ocasionando também efeitos toxicos sobre as células e tecidos através
do aumento da oxidacdo de carboidratos, lipideos e proteinas e acidos nucléicos.
(HUTCHESON; ROCIC, 2012).

Alguns estudos tém demonstrado que a obesidade estd associada ao
aumento do (EO) e este pode desencadear o desenvolvimento da resisténcia a
insulina (URAKAWA et al.,, 2003; ABDILLA N. et al, 2007).0 EO associado a
obesidade ocorre, quando as adipocitocinas liberadas em grande quantidade ativam
a enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, resultando
em aumento da sintese de ROS, como o anion superoxido (-O2¢). No endotélio,
esse radical reage rapidamente com o NO formando peroxinitrito, uma espécie ainda
mais reativa. Assim, a producdo de ROS contribui para a disfungcao endotelial pela

diminuicdo da biodisponibilidade de NO. Entretanto, o EO ndo ocorre somente por
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meio desse mecanismo, ja que individuos obesos apresentam um consumo
aumentado de oxigénio em resposta ao aumento de carga mecanica e de
metabolismo miocardico (GUTIERREZ-SALMEAN; CEBALLOS-REYES; RAMIREZ-
SANCHEZ, 2012).

Um aumento prolongado na concentragdo plasmatica de glicose e acidos
graxos acarreta uma producédo elevada de EROs e ERNs, que altera a fungéo
mitocondrial. Essa disfuncdo resulta em menor capacidade oxidativa e,
consequentemente, acumulo de metabdlitos lipidicos que apresentam efeitos
deletérios em varios tecidos (GIACAGLIA; SILVA; SANTOS, 2010).

Em tecidos insulino-sensiveis, ocorre inibicdo das vias de sinalizacdo a
insulina levando a uma RI. Nas células B-pancreaticas, ha inducdo de morte celular
por apoptose e redugédo da secregao de insulina estimulada pela glicose. No tecido
endotelial, a disfungdo mitocondrial relaciona-se ao acumulo de lipideos e a
disfuncdo celular, aumentando os riscos para doengas cardiovasculares
(GIACAGLIA; SILVA; SANTOS, 2010). Esses efeitos, em conjunto, contribuem para

o estabelecimento da SM.

Diversos mecanismos inter-relacionados contribuem para a disfungao
endotelial relacionados a RI. Alguns componentes da SM, como baixos niveis de
HDL-colesterol, aumento nos niveis de LDL-pequena e densa, a hipertensao arterial
e 0 aumento da oferta de acidos graxos livres sao fatores de risco independentes
para aterosclerose e estdo associados com funcdo anormal do endotélio (BAHIA;
AGUIAR; VILLELA,; et al., 2006).

A disfungcdo endotelial ocorre quando os efeitos vasoconstritores se
superpéem aos efeitos vasodilatadores, geralmente como resultado de uma
diminuicdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO), com perda de sua agéao
vasculo — protetora ( BAHIA; AGUIAR; VILLELA,; et al., 2006).

A acao vascular da insulina é fundamental para a manutencdo da homeostase
hemodindmica e metabdlica. A insulina estimula a produgao vascular de NO e este,
por sua vez, aumenta o fluxo sanguineo para o musculo esquelético, favorecendo o

consumo de glicose. A insulina é responsavel pelo aumento na liberagdo de NO e da
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expressao oxido nitrico sintase (eNOS). A RI esta associada a disfungdo endotelial
devido a diminuigdo da acdo da insulina e é caracterizada por problemas na via de
sinalizacao (KIM, 2006).

3.2 PROBIOTICOS

Probidticos sdo micro-organismos n&o-patogénicos que vem sendo
consumidos a milhares de anos, o primeiro relato data aproximadamente 76 A.C,
quando o historiador romano Plinio recomendava o uso de produtos lacteos

fermentados no tratamento de gastroenterites (JANKOVIC et al., 2010).

Ja o principio dos micro-organismos benéficos foi aplicado por llya
Metchnikoff (1845-1916) um microbiologista Russo, prémio Nobel que isolou
Lactobacillus bulgaricus de leite fermentado, e considerou que o leite era a razao
pela longevidade de camponeses bulgaros (MALAGO; KONINKX; MARINSEK-
LOGAR, 2011).

A idéia central de Metchnikoff e que se permanece intacta até nos dias de
hoje é de que a ingestao de microrganismos vivos € capaz de alterar e estabilizar a
microflora intestinal residente com efeito favoravel a saude do hospedeiro e desta

forma prevenir algumas doengas (FRIC, 2007).

O termo probidtico (pro-bios) que do grego significa “para vida” surgiu como
um antagbnico ao antibiético (contra vida) (MALAGO; KONINKX; MARINSEK-
LOGAR, 2011).

Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), probidticos sdo “micro-
organismos vivos, que quando administrados em concentragdo adequada, confere
beneficios a saude do hospedeiro” (WHO, 2002).

No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) segue a
designagédo da OMS, e preconiza a ingestao de 108 - 10° Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC), na recomendagéao diaria do produto pronto para 0 consumo, como
quantidade minima de bactérias viaveis para designacido de um alimento probidtico
(ANVISA, 2005)
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O numero de bactérias viaveis que alcangam o intestino ndo depende apenas
da dose ingerida, mas também de outros fatores. A composigdo da microbiota
intestinal que varia de uma pessoa para outra, motilidade intestinal e o pH gastrico
individual, bem como a formulagao probidtica, e administragao de alimentos ou leites
acabam por interferir no numero de bactérias finais que alcangardo o intestino
(BERTAZZONI et al., 2013).

O uso de -culturas bacterianas probidticas promovem a redugdo da
proliferagdo de bactérias patogénicas, tornando o ambiente intestinal menos
antigénico, diminuem citocinas proé-inflamatérias, incrementam citocinas anti-
inflamatérias e normalizam a permeabilidade intestinal reforcando assim os
mecanismos naturais de defesa do hospedeiro (CHARALAMPOPOULOS; RASTALL,
2009).

Além das propriedades mencionadas, os probidticos devem apresentar
algumas caracteristicas que os fazem seguros para o uso (Tabela 2).
Adicionalmente essas bactérias devem possuir o Status GRAS (Generally
Recognized as Safe), ou seja, um histérico de uso seguro na industria alimenticia
(FIGUEROA-GONZALEZ et al., 2011).

Tabela 2 - Algumas caracteristicas desejaveis para sele¢ao de probidticos

Critérios Propriedades
- Origem humana
Critérios de seguranga - Caracteristicas da linhagem

- Fatores de viruléncia
- Resisténcia contra antibidticos
- Genoma sequenciado

- Alta viabilidade

Critérios tecnolégicos - Estabilidade em produtos
- Resisténcia as condi¢des impostas
- Cepas estaveis

- Adeséo as ceélulas epiteliais
Critérios funcionais - Sobrevivéncia no trato gastrointestinal
(TGI)
- Inibicdo de patogenos
- Propriedades antimutagénicas e
anticarcinogénicas
Fonte: Adapatado de MALAGO; KONINKX; MARINSEK-LOGAR (2011).
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Dentre as principais caracteristicas de sele¢do de um probidtico destacam-se
a definicdo da origem e identificac&o, ser indcuo, apresentar resisténcia a ambientes
inéspitos como acidos e bile, ser viavel em quantidade suficiente durante e apds o
processamento, o transporte e estocagem no produto que as contém, a fim de
promover beneficios a saude do hospedeiro (FIGUEROA-GONZALEZ et al., 2011;
SAAD, 2006)

3.2.1 Géneros de probidticos

As bactérias do acido latico (BAL), principalmente do género Lactobacillus, e
as bactérias do género Bifidobacterium, sdo as mais frequentemente empregadas
como probidticos em alimentos. Estes micro-organismos s&o encontrados em sua
maioria na microbiota intestinal de individuos saudaveis e em produtos lacteos
fermentados (Tabela 3) (FRIC, 2007).

As bactérias do género Lactobacillus podem ser definidas morfologicamente
como Gram-positivas, produtoras de acido latico, ndo formadoras de esporos,
catalase negativa, anaerdbicas ou aerotolerantes, homofermentativas ou
heterofermentativas, possuem necessidades nutricionais complexas e constituem a
maior parte da microbiota de animais e humanos (LEE; SALMINEN, 2009; SAAD,
2006).
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Lactobacillus

Bifidobacterium

Outras espécies

L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus

L. amylovorus B.animalis faecalis

L. brevis B. bifidum Enterococcus

L. casei B. breve faecium

L. rhamnosus B. infantis Lactococcus lactis

L. crispatus B. lactis Leuconstoc mesenteroides
L. delbrueckii subsp.bulgaricus B. longum Pediococcus acidilactici

L. fermentum. Sporolactobacillus inulinus
L. gasseri Streptococcus thermophilus
L. helveticus Escherichia coli cepa nissle
L. johnsonii Propionibacterium

L. lactis freudenreichii

L. paracasei Saccharomyces cerevisiae
L. plantarum Saccharomyces boulardii
L. reuteri

L. salivarius

Fonte: Adaptado de CHARALAMPOPOULQOS; RASTALL (2009).

O ileo terminal e o célon parecem ser respectivamente, o local de preferéncia
para colonizagdo intestinal dos Lactobacillus e Bifidobacterium (MALAGO;
KONINKX; MARINSEK-LOGAR, 2011;).

Existem mais de 150 espécies de Lactobacillus descritas
(http://www.bacterio.net/lactobacillus.html), dentre as mais conhecidas e usadas
como probidticos estdo L. acidophilus, L. casei, L. reuteri, L. plantarum, L. helveticus

( VRIES et al.,2006).

Devido a sua abundéancia, caracteristicas de crescimento facil e origem
humana, varias cepas de L. plantarum, foram testadas quanto aos beneficios na
saude (KLEEREBEZEM et al., 2003). Diferentes efeitos foram observados apds o
consumo de quantidades significativas de células de L. plantarum hospedadas em
individuos saudaveis. Embora ndo seja considerada uma bactéria probidtica pela
legislacao brasileira, é caracterizada como tal em muitos paises, onde é utilizada em
diversos produtos, apresentando um longo histérico de uso seguro (VRIES et
al.,2006).
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L. plantarum pode ser isolado a partir da boca até o reto na maioria dos
individuos saudaveis, mas ele € encontrado em maior concentracdo no intestino
devido ao fato dele ser uma bactéria intestinal comum (VRIES et al.,2006). Esta
presente também numa grande variedade de nichos ambientais, incluindo
fermentados lacteos, produtos carneos e principalmente em muitos produtos

vegetais e vegetais fermentados (YU et al, 2013).

O grande numero de proteinas de superficie ancoradas sugere que o L.
plantarum tenha o potencial de associar-se com varias superficies e diferentes
substratos potencial de crescimento. Além disso, um numero relativamente elevado
de genes que codificam as fungdes de regulacdo indica sua capacidade de
adaptacao a diversas condigdes. Todas estas caracteristicas juntas refletem no
potencial do L. plantarum em crescer e se adaptar em uma grande variedade de
nichos ambientais (KLEEREBEZEM et al., 2003).

Outro motivo pelo qual o L. plantarum possui uma ampla versatilidade é
devido ao tamanho do seu genoma, que é aproximadamente 50% maior que do que
a de qualquer outra bactéria do acido latico, conferindo a ele uma ampla capacidade
metabdlica (TAMINE, 2005).

3.2.2 Efeitos dos probidticos sobre a Sindrome Metabdlica

Os probidticos sdo considerados os novos moduladores da microbiota
intestinal e recentes estudos tém sugerido que cepas de probidticos, como os
Lactobacillus, apresentam efeitos benéficos sobre a prevengao e/ou tratamento da
SM, agindo em seus componentes individuais como, obesidade, Rl, DMZ2,
dislipidemia (KOVATCHEVA-DATCHARY; ARORA, 2013; ANDERSON et al., 2010).

Varios relatos demonstraram que a obesidade induzida apds manipulacdes
nutricionais (alto teor de gordura ou agucar) € caracterizada por alteragbes na
microbiota intestinal no sentido de diminuicdo do numero de lactobacilos e
bifidobactérias (LARSEN et al.,2010; BURCELIN et al., 2011).
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E importante ressaltar que estes dois grupos de bactérias tém mostrado
reduzir os niveis intestinais de lipopolissacarideos (LPS) em ratos e melhorar a
funcao de barreira da mucosa, fatores envolvidos no desenvolvimento da resposta
inflamatdria (LARSEN et al.,2010; MALLAPPA et al., 2012).

Segundo Cani et al (2007a) o aumento na concentragcdo de LPS no plasma
induzido por uma alimentagdo rica em gordura ocasiona uma endotoxemia
metabdlica, sendo o LPS um forte estimulador da liberagdo de varias citocinas que

sao fundamentais indutores da RI.

Alguns estudos evidenciam os efeitos benéficos de diversas espécies de
Lactobacillus em roedores com SM induzida por manipulacdes dietéticas. Essas
diferentes espécies sdo capazes de melhorar a RI, reduzir glicemia em jejum,
estresse oxidativo, dislipidemia (ANDERSON et al., 2010; PARK et al., 2013; PARK
et al., 2007; HUANG et al., 2013).

Alguns estudos evidenciaram a melhora na RI, diminuicdo da glicemia em
jejum, estresse oxidativo e da dislipidemia em roedores com SM induzida por
manipulagéo dietética, ao administrar probioticos, como, L. plantarum e L. curvatus
(PARK et al.,, 2013), L. plantarum K68 (HUANG et al.,, 2013), L. casei e L.
acidophilus (YADAV et al., 2007), L. acidophilus ATCC 43121 (PARK et al., 2007) L.
reuteri GMNL (HSIEH et al., 2013), L.plantarum DSM 15313 (ANDERSON et al.,
2010).

3.3 PREBIOTICO

Os prebidticos vém sendo amplamente estudados desde os anos 90, Gibson
e Roberfroid em 1995 definiram os prebidticos como “substancias n&o digeriveis
que, quando consumidas proporcionam um efeito fisioldgico benéfico ao hospedeiro
por seletivamente estimular o crescimento favoravel das bactérias presentes no
colon e, portanto, melhorar a saude do hospedeiro” (Figura 1) (MALAGO; KONINKYX;
MARINSEK-LOGAR, 2011).
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Figura 1- Reagbes dos probidticos e prebidticos com a microbiotal intestinal, e seus
efeitos benéficos sobre a saude

Probiéticos Prebiéticos
e bactérias laticas e fibras
o bifidobactérias ¢ oligossacarideos

Fermentagdo no Iintestino

N

Modificages na microblota Metabdlitos dos carboldratos
e atividade microbiana ® Zcidos graxos de cadela curta
e composigéo da microbiota ® gases

® outros metabdlitos

l

Efeitos fisiolégicos

efeitos locais (no célon)
efeltos sistémicos

i

Efeitos sobre a salide

Adapatado por: SAAD (2006)

Para um ingrediente alimentar ser classificado como um prebidtico, ele deve

apresentar algumas caracteristicas como:

1) ndo ser absorvido nem hidrolisado na parte superior do trato gastrointestinal,

devendo chegar em quantidades adequadas até o intestino;

2) ser fermentado seletivamente por um unico tipo ou por um numero limitado de

bactéria do colon;

3) alterar a composicdao da microbiota intestinal para uma composigdo mais

saudavel;
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4) induzir preferencialmente efeitos benéficos a saude do hospedeiro (MALAGO;
KONINKX; MARINSEK-LOGAR, 2011; COLLINS; GIBSON, 1999).

Fibra alimentar e oligossacarideos néo digeriveis sdo os principais substratos
de crescimento de micro-organismos intestinais (SAAD, 2006). A fermentacao
desses componentes é realizada por bactérias anaerdbicas do colon, levando a
producdo de gases e acido latico que resulta em acidificagcdo dos conteudos do
coélon, além da formagao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), que estimula a
proliferacdo de células epiteliais do célon e podem também atuar em diferentes
tecidos, desempenhando papel na regulagcdo de processos celulares (BIBAS-
BONET et al., 2010).

Dentre as substancias com fungao prebidtica, podem-se citar frutanos do tipo
inulina, especialmente frutoligossacarideos (FOS) e galactoligossacarideo (GOS),
amido resistente e beta-glucanos (ROBERFROID et al., 2007).

A inulina e a oligofrutose, denominadas de frutano, s&o fibras soluveis e
fermentaveis, que nao sao digeriveis pela a-amilase ou por enzimas hidroliticas na
parte superior do trato gastrointestinal (SAAD, 2006). Como estes componentes nao
sao absorvidos, eles fornecem substratos para as bactérias intestinais, modulando a
composi¢cao da microbiota intestinal, a qual exerce um papel primordial na fisiologia
gastrointestinal (NAKAMURA; OMAYE, 2012).

Os beneficios a saude atribuidos ao consumo de prebidticos séo varios,
dentre eles se destacam: a modulacdo de fungdes fisiolégicas chaves, como a
absorcao de calcio, modulagédo da composigao da microbiota intestinal que exerce
um papel importante na fisiologia gastrointestinal, redu¢do do risco de céncer de
célon, reducdo do numero de bactérias patogénicas no intestino, alivio da
constipacado e diminuigdo na sintese de triglicerideos e acidos graxos no figado e
diminuigéo desses compostos no sangue (SAAD, 2006; FRIC, 2007).

3.3.1 Yacon ( Smallanthus sonchifolius)

O yacon é uma raiz tuberosa, oriunda da regido Andina, considerada um

alimento nutracéutico devido aos seus componentes como fibras alimentares
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soluveis e prebioticos que estimulam o crescimento e atividade de bactérias
intestinais promotoras da saude (SANTANA; CARDOSO, 2008).

Foi introduzido no Brasil no inicio dos anos 90, onde 0 consumo expressivo
iniciou-se em meados dos anos 2000 e a raiz tornou-se conhecida popularmente
como batata yacon ou batata diet (SANTANA; CARDOSO, 2008).

O yacon é uma planta medicinal que € semelhante, nas suas raizes, as
batatas doces, por ter um gosto adocicado e uma polpa mais firme (SANTANA;
CARDOSO, 2008). Sao consumidas frescas ou cozidas, na forma de sucos, in
natura e também desidratada na forma de farinha e tem sido considerado um
alimento funcional, devido as grandes quantidades de frutanos (isto &; inulina e
principalmente frutooligossacarideo (FOS) (VALENTOVA et al.,2006).

A sua composi¢cdo quimica tem como principais substancias agua e
carboidratos, os quais sdo armazenados principalmente sob a forma de FOS, sendo
estes cerca de 40 -70% do peso seco, existem também de 15 - 40% acgucares
simples como sacarose, glicose e frutose (SANTANA; CARDOSO, 2008). O
percentual de agua das raizes fica em torno de 83-90% do peso fresco, devido ao
alto conteudo de agua, o valor energético da raiz é baixo (SANTANA; CARDOSO,
2008).

Diferentemente da maioria de tubérculos e raizes que armazenam
carboidratos na forma de amido, o yacon armazena, essencialmente FOS, agucares
que nao podem ser digeridos diretamente pelo organismo humano devido a
auséncia de enzimas necessarias para o metabolismo destes elementos e séo
considerados compostos bioativos na alimentagdo humana (VALENTOVA et
al.,2006).

A inulina e os FOS sao dois exemplos de frutanos do tipo inulina, os
quais sao polimeros lineares de D-frutose, ligados por uma ligagédo glicosidica 3 (2-

1), muitas vezes com uma porg¢ao de glicose terminal (PASSOS; PARK, 2003).

O grau de polimerizagao de oligofrutose (FOS) varia entre 2 e 10 enquanto a
inulina pode ser de 60 ou mais. As ligacdes B (2-1) destes frutanos impedem a sua

digestéo na parte superior do trato gastrointestinal humano e sao responsaveis pelo
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seu valor calorico e efeitos semelhantes de fibras dietéticas ( PASSOS; PARK,
2003).

Os FOS possuem efeitos prebidticos, estimulando o crescimento e/ou
atividade especifica de um numero limitado de bactérias benéficas do célon do
hospedeiro, assim como a inibigdo do crescimento de agentes patogénicos e
microrganismos prejudiciais, eles sdo fermentados seletivamente por bifidobactérias
e lactobacilos (ROBERFROID, 2007).

3.3.2 Efeitos benéficos dos prebioticos na SM

Recentemente, tem havido grande interesse na utilizagdo de suplementos
alimentares contendo probidticos e prebidticos devido aos seus sugestivos papéis no
controle e prevengdo da SM. Os mecanismos envolvidos e as estratégias de
intervengdo em casos de SM com utilizagcdo de prebidticos sdo associados com
efeitos da diminui¢cdo do grau de inflamacéo, aprimoramento da fung¢ao de barreira
intestinal, indugdo de saciedade e melhora do balango da microbiota intestinal
(MALLAPPA et al., 2012).

A administracdo de prebidticos (oligofrutose) resulta em aumento nas
bactérias intestinais gram-positiva, incluindo bifidobacterias e lactobacilos e uma
diminuicdo no LPS plasmatico induzido por dieta rica em gorduras e doengas
inflamatdrias, por meio da avaliagdo de marcadores inflamatérios (CANI et al.,
2007a; CANI et al., 2007b).

Os possiveis mecanismos de agao dos prebiodticos baseia-se na producao de
peptideos intestinais secretados por células enddcrinas do colon, aumentando assim
a producgédo de peptideo semelhante ao glucagon 2 (GLP-2), GLP-1, peptideo YY
(PYY) e reducao do peptideo grelina (CANI et al., 2009).

Numerosos dados tém descrito o efeito da ingestdo de prebidticos (FOS)
sobre a evolugado do peso corporal e a massa gorda em modelos animais (CANI et
al., 2007a; CANI; DELZENNE, 2009). Em estudos com modelos de roedores essa

diminuicdo na massa gorda apos alimentagdo com ingredientes que possuem efeitos
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prebidticos foi associado a reducdo de ingestdo/alimentos (energia) (ROBERFROID
et al., 2007).

A diminuicdo do consumo de alimentos relacionados ao tratamento com
prebidticos em animais pode estar ligada a modulagao de peptideos gastrintestinais
envolvidos na regulagdo da ingestdo de alimentos, os quais sdo produzidos pelas
células L enddcrinas do trato gastrointestinais, tais como GLP-1, GLP-2, grelina e
oxintomodulina, envolvidos na regulagdo da ingestdo de alimentos e consumo de
energia (CANI; DELZENNE, 2009).

Corroborando esses dados, em ratos obesos alimentados com frutanos tipo
inulina (10% da dieta), houve uma diminuigdo na ingestdo de alimentos por meio da
modulagao e produgao de peptideos gastrointestinais, juntamente com o aumento
dos peptideos anorexigenos (PYY e GLP-1) e diminuicdo do peptideo orexigeno
grelina (CAESAR; BACKHED, 2010).

Frutanos tipo inulina também melhoram a homeostase da glicose em
ratos e humanos em varias condi¢gdes nutricionais, essa resposta glicEmica pode ser
explicada pelo aumento da secreg¢ao de insulina ou sensibilidade a insulina (CANI et
al., 2005; ROBERFROID et al.,2007). Devido a uma restauragao parcial da massa
de células B e insulina pancreatica, além do aumento dos niveis de GLP-1 que tem

demonstrado aumentar a diferenciacéo de células f (DRUCKER, 2003).

Um extrato aquoso de tubérculos de yacon com uma concentragéo de 0,769
frutanos/Kg foi administrado a ratos diabéticos uma vez por semana durante 30 dias.
Oliveira, Braga, Fernandes (2013) concluiram que houve uma redugdo na
hiperglicemia e dislipidemia destes ratos e um efeito protetor no figado devido a

reducéo da atividade da enzima alanina transaminase (ALT).

Pode-se acrescentar a contribuicdo do consumo de prebidticos, a uma
diminuicao do grau de inflamagao, os quais elevam os microrganismos benéficos,
bifidobacterias e lactobacilos, no intestino (NAKAMURA; OMAYE, 2012). Esse
aumento se correlaciona positivamente com a redugado do processo inflamatério por
diminuicdo dos niveis de citocinas e uma consequente melhora nos marcadores da

homeostase da glicose (CANI et al.,2007a).
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As fibras prebidticas sao soluveis e fermentaveis pela microbiota intestinal e
estas caracteristicas se relacionam ao tradicional mecanismo proposto, pelo qual a
fibra soluvel age, formando uma emulsdo estavel do tipo gel e complexando a
gordura alimentar, o que impede a hidrolise de gordura pela lipase pancreatica
(HABIB et al., 2011).

Os efeitos sobre o metabolismo dos lipideos sdo devido a inibicdo da sintese
de novo de acido graxo. As fibras prebidticas sdo capazes de regular negativamente
enzimas hepaticas lipogénicas, especificamente acido graxo sintase (FAS), por meio
do aumento da producdo de acido graxo de cadeia curta (AGCC), propionato
(DELZENNE; WILLIAMS, 2002).

Os AGCC sao relacionados ao metabolismo do colesterol e as fibras
prebidticas aumentam o AGCC no ceco, expondo o figado a elevadas
concentracbes de acido propidnico e deprimindo as respostas colesterolémicas
(HABIB et al., 2011).

3.4 SIMBIOTICO

Outra possibilidade alternativa para se modular ou equilibrar a microbiota
intestinal € 0 uso em conjunto de probidticos e prebidticos, formandos os compostos

simbidticos.

Os simbidticos foram definidos por Gibson e Roberfroid (1995) como “uma
mistura de probidticos e prebidticos que afeta beneficamente o hospedeiro
melhorando a sobrevivéncia e a implantacdo de suplementos alimentares
microbianos vivos no trato gastrointestinal, por estimular seletivamente o
crescimento e/ou ativar o metabolismo de um ou de um numero limitado de bactérias
promotoras da saude, melhorando assim o bem estar do hospedeiro” (MALAGO;
KONINKX; MARINSEK-LOGAR, 2011).

A interacao entre o probidtico e prebidtico in vivo pode ser favorecida por uma
adaptagao do probidtico ao substrato prebidtico anterior ao consumo. Em alguns
casos isso pode resultar um uma vantagem competitiva para o probidtico, se ele for

consumido juntamente com o prebidtico (SAAD, 2006).
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O consumo combinado de probidticos e prebidticos pode aumentar os efeitos
benéficos de cada um deles, uma vez que o estimulo de cepas probibticas
conhecidas leva a escolha dos pares simbidticos substrato-micro-organismo ideal
(SAAD, 2006).

Os simbidticos apresentam um melhor efeito benéfico sobre a microbiota
intestinal quando comparados com os pré e probidticos consumidos isoladamente,
pois reduzem o pH devido a producdo de acido graxos de cadeia curta, gases e
acido latico, levando a uma diminuigdo de bactérias patogénicas que possam estar
presentes no coélon, aumentando a populacdo de bactérias benéficas como
Bifidobacterium e Lactobacillus ( SAAD, 2006; MALAGO; KONINKX; MARINSEK-
LOGAR, 2011).

Prebidticos do tipo inulina, FOS ou GOS bem como sua combinagao
simbidtica com bactérias probidticas L. plantarum, L. paracasei ou B. bifidum
aumentaram a populacao de bifidobactérias e lactobacilos inibindo o crescimento de
varias espécies de bactérias patogénicas (Clostridium sp., E. coli, Campylobacter
jejuni, Enterobacterium sp., Salmonella enteritidis or S. typhimurium) em humanos e
em animais (MALAGO; KONINKX; MARINSEK-LOGAR, 2011).

A ingestdo diaria de 200 mL de um shake simbidtico contendo L. acidophillus
(108 UFC), Bifidobacterium bifidum (108 UFC) e FOS, durante trinta dias ocasionou
uma redugdo dos niveis de glicemia de jejum, no aumento do HDL, porém nao foi
capaz de reduzir significativamente os valores de colesterol total e triglicerideos em
individuos de 50-60 anos (MOROTI et al., 2012). Schaafsma (1998) verificou uma
reducao significativa no colesterol total, LDL e na taxa LDL/HDL em homens com
idade de 33-64 anos, que consumiram 125 mL de um leite fermentado contendo
L.acidophilus e FOS, trés vezes ao dia durante trés semanas, os valores de HDL e
glicemia de jejum permaneceram inalterados. Eslamparast e colaboradores (2014)
estudaram a ingestdo de capsulas contendo sete linhagens de Lactobacillus e FOS
administrada duas vezes ao dia, durante vinte e oito semanas em individuos com
SM e constataram uma melhora nos niveis de glicemia de jejum e insulina quando
comparados com o placebo, porém ndo houve alteragdes nos niveis de LDL,

circunferéncia da cintura, indice massa corpérea e na ingestao de alimentos.
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4 MATERIAIS E METODO

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
da Universidade Estadual de Londrina (OF.CIRC.CEUA N° 013/2014).

O estudo experimental e as andlises das amostras foram realizados no
Biotério do Hospital Universitario, Laboratério de Pés Graduagao e no Laboratério de
Imunologia Clinica da Universidade Estadual de Londrina. A produgdo das bebidas
utilizadas no experimento foram desenvolvidas e preparadas no Laboratério de

Microbiologia de Alimentos no Centro de Ciéncias Agrarias da mesma instituicao.

4.1 MODELO EXPERIMENTAL

O estudo foi realizado com 50 ratos da linhagem Wistar, machos com sete
semanas de idade, oriundo do Biotério do Hospital Universitario de Londrina, com

um peso médio de 195,71gr.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, um animal por gaiola, a
uma temperatura média de 22+2°C e umidade de 55%=10, respeitando o ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, com livre acesso a uma dieta controlada e agua
disponivel em garrafas de vidros com bicos de inox, encaixadas na parte superior da

grade metalica da gaiola

Assim, os animais foram divididos em cinco grupos experimentais (Figura 2),

sendo cada grupo com 10 animais.
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Figura 2- Modelo experimental
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Cada grupo foi identificado por etiquetas coloridas fixadas na caixa dos
animais, contendo o nome do grupo, o numero do animal, data de inicio e término do
experimento, sendo o grupo 1 de cor amarela, grupo 2 azul, grupo 3 laranja, grupo 4

vermelho e grupo 5 verde.

Para a inducao da SM, os animais foram submetidos a uma dieta com 66%
de frutose durante oito semanas (64 dias). Os animais do grupo controle negativo
(G1) receberam a ragao padrao comercial para roedores Nuvilab®, e os animais do
grupo controle positivo com SM (G2), SM e probidtico (G3), SM e prebidtico (G4) e
SM e simbidtico (G5) receberam uma ragao enriquecida com 66% frutose cristalina
(Galem Refines, Israel, maio de 2014) homogeneizada com a ragdo padrao
comercial (Figura 3). A composicdo da dieta padrdo e da enriquecida esta

apresentada na tabela a seguir:
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Tabela 4- Composicao da dieta padrao e enriquecida com 66% frutose

Constituintes Racao normocaldrica Ragdo enriquecida
(padrao) com frutose
Proteina bruta (min.) 22,00% 22,00%
Extrato étero (min.) 4,00% 4,00%
Frutose . 66,00%
Matéria fibrosa (max.) 8,00% 8,00%
Matéria mineral (max.) 10,00% 10,00%
Célcio (max.) 1,40% 1,40%
Faosforo (min.) 0,80 % 0,80 %

Valores referentes a 1 Kg da ragéo.

Figura 3 Ragao enriquecida com 66% de frutose e ragao padréo para roedores
Nuvilab®

Sendo, A: ragao enriquecida com 66% de frutose e B: ragdo padrao para roedores Nuvilab®

As intervengdes terapéuticas comegaram a ser administradas diariamente,
uma vez ao dia por gavagem, nos animais no primeiro dia do experimento
juntamente com a ragao enriquecida e a ragao padréo, procurando manter sempre o
mesmo horario da administragdo. Todos os animais foram pesados semanalmente

em balanga analitica digital (Helmac HM 5000).
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ApOs oito semanas do inicio do experimento, os animais foram anestesiados
para obtengdo das amostras de sangue. Os parametros de analises foram
realizados igualmente nos cinco grupos e todos os animais foram sacrificados, apds
8 horas de jejum devido a exsanguinagao por punc¢ao cardiaca. Este procedimento
foi realizado apo6s a administragdo intraperitoneal de tiopental sédico em pd 1g
reconstituido em cloreto de sdédio 0,9% (40 mg/Kg), conforme a Resolugdo
Normativa n® 13 do Conselho Nacional de Controle de Experimentagcao Animal de 20
setembro de 2013 (BRASIL, 2013).

4.1.1 Intervencgdes Terapéuticas

Para as intervencdes terapéuticas, utilizou-se uma seringa com agulha para
gavagem de ago inox com comprimento de sete centimetros. Diariamente, uma vez
ao dia, durante as oito semanas do experimento os animais receberam as

intervengdes terapéuticas referente ao seu grupo:

Grupo 1: 1 mL de solugéo salina 0,9% de cloreto de sddio

Grupo 2: 1 mL de solugéao salina 0,9% de cloreto de sddio

Grupo 3: 1 mL da bebida probidtica (leite fermentado com L.plantarum (Lp115))
Grupo 4: 1 mL da bebida prebidtica (yacon em p6 reconstituido em agua)

Grupo 5: 1 mL da bebida simbiodtica (leite fermentado com L.plantarum (Lp115) e

yacon em po).

4.2 ELABORAGCAO DAS BEBIDAS PROBIOTICAS, PREBIOTICAS E SIMBIOTICAS

O preparo das bebidas probiotica e simbiotica foram realizadas no Laboratério
de Microbiologia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina,
sob todos os critérios de higiene para a produgdo, embalagem e transporte até o

Biotério do Hospital Universitario.
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Os ingredientes usados para producdo dessas bebidas foram: leite em po
desnatado Molico Nestlé®, Yacon em p6 Giroil® e cultura liofilizada de L.plantarum —

Lp 115, fornecida pela empresa Danisco.

As bebidas probidticas e simbidticas eram produzidas uma vez por semana,
em tubos de falcon contendo a porgao diaria (20mL) para cada grupo. Ja a
prebidtica era preparada na hora da administragao, adicionando 20 mL de agua no

tubo de falcon contendo yacon em po.

4.2.1 Ativacao do inoculo

Em um tubo de falcon foi adicionado leite em p6 (10% m/v), agucar (8% m/v)
e 25 ml de agua destilada. O conteudo foi esterilizado a 121°C por 15 minutos. Apos
atingir a temperatura média de 25°C foi inoculada a cultura liofilizada de L.plantarum

—Lp 115. O frasco foi levado a estufa a 37°C por 8 horas.

4.2.2 Producgao da bebida probidtica

O leite foi reconstituido (10% m/v) e esterilizado (121°C/15min). Ao atingir a
temperatura média de 25°C foi adicionado o inéculo ativado na concentragéo de 5%
(v/v). Apés a homogeneizacdao o tubo de falcon foi levado a estufa 37°C, para o
processo de fermentagdo durante 20 horas, obtendo uma contagem final de 10°
UFC/mL.

Ao final desse periodo verificou-se o pH da bebida, objetivando-se obter um
valor médio de 4,3, sendo que, para esta avaliagdo utilizou-se um pHmetro digital
devidamente calibrado com pH 4,0 e 7,0. E assim, a bebida probidtica foi

acondicionada em refrigeragao (5+1°C) para ser administrada nos animais.
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4.2.3 Produgao da bebida prebidtica
O yacon em pé6 (10%m/v) foi reconstituido em agua filtrada (20mL) na hora da

administracao aos animais. Cada 1 mL dessa bebida possuia cerca de 0,041g FOS.

A figura a seguir mostra as informagdes nutricionais do yacon em p6 utilizado.

Tabela 5- Informagdes nutricionais do yacon em p6 Giroil®

Informagdes Nutricionais

Porcao 10g
Quantidade por
porcao % VD
Valor energético 24 Kcal =100K] 1%
Carboidratos 58¢g 2%
Proteinas 049 1%
Fibras totais 6,69 26%
Fibras insoluveis 2,249 -
Fibras soluveis 0,31g -
Oligofrutanos 279 -
Inulina 1449 -
Potassio 279 1%

Fonte: Giroil®

4.2.4 Producéao da bebida simbidtica

O leite (10% m/v) e o yacon em p6 (10% m/v) foram reconstituidos e
esterilizados (121°C/15min). Ao atingir a temperatura média de 25°C foi adicionado o
indculo ativado na concentragao de 5% (v/v). Apés a homogeneizagao o tubo de
falcon foi levado a estufa 37°C, para o processo de fermentacdo durante 19 h,

obtendo uma contagem final de 10" UFC/mL.

Ao final desse periodo verificou-se o pH da bebida, objetivando-se obter um
valor médio de 4,3, sendo que, para esta avaliagdo utilizou-se um pHmetro digital
devidamente calibrado com pH 4,0 e 7,0. E assim, a bebida simbiotica foi

acondicionada em refrigeragao (5+1°C) para ser administrada nos animais
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4.3 ANALISES LABORATORIAIS

As amostras de sangue colhidas no fim do experimento foram distribuidas da
seguinte forma, 4 mL de sangue em etilenodiamino tetracético (EDTA) como
anticoagulante, 4 mL de sangue sem anticoagulante e 2 mL com fluoreto/EDTA. Em
seguida, as amostras foram identificadas e o material foi imediatamente centrifugado
a 3.000 rpm. Plasma e soro foram aliquotados em tubos tipo eppendorf e

armazenados em freezer -80°C.

Além do registro semanal de peso corporal dos animais, foram realizadas as

seguintes analises laboratoriais:

e Soro: niveis séricos de triglicerideos, HDL, acido urico, insulina, isoprostanos,
metabolitos do éxido nitrico (NO).

e Plasma: analise plasmatica de glicose jejum, determinacdo do grupamento
tiol (SH), quimiluminescéncia induzida por t-Butil hidroperéoxido (QM), Total

Radical —Trapping Antioxidant Parameter (TRAP).

4.3.1 Parametros bioquimicos

As analises plasmaticas de glicose jejum, colesterol HDL, triglicerideos, acido
urico, foram determinados em um auto-analisador bioquimico, com kits disponiveis
comercialmente (Dimension™ Dade AR Dade Behring, Deerfield,IL, USA). A RI foi
calculada utilizando o modelo HOMA-IR = glicemia de jejum (mmol/L) x insulinemia
de jejum (mU/L) /22,5 (VASQUES et al., 2007).

4.3.2 Analises imunologicas

As dosagens de insulina e isoprostanos-8 foram realizadas pelo método
imunoenzimatico (Enzime-linkes immunosorbent assay — ELISA) por meio de kits

comerciais. Insulina (rat) (Spio bio, USA), isoprostanos -8 (Cayman, USA).
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4.3.3 Analises de Estresse Oxidativo

4.3.3.1 Total Radical —Trapping Antioxidant Parameter (TRAP).

O TRAP foi avaliado por quimiluminescéncia (QM) em uma adaptagéo do
método descrito por Repetto et al. (1996). A metodologia € baseada na geracao de
radicais peroxila (ROz2"), por decomposigéo térmica, a uma velocidade controlada, do
azo iniciador dicloridrato de 2,2’-azobis-(2-metilpropanoamidina) (ABAP). Sabe-se
que o ABAP gera radicais peroxil rapidamente, via interagcdo com radicais centrados
em carbono e oxigénio molecular, permitindo assim a detec¢cdo de antioxidantes
hidro e/ou lipossoluveis presentes no soro ou plasma(YOKOZAWA et al., 2000). Ao
meio do reagao foram acrescidos 100uL de luminol em solugdo aquosa 200uM, 5uL
de soro e 100uL de solugdo aquosa de 2,2 azo-bis (2-amidinopropano) 200 mM.
Este experimento foi conduzido em um contador da marca BeckmanO (EUA) modelo
LS 6000, utilizando-se um modo de contagem né&o coincidente por 25 minutos, com
uma faixa de resposta entre 300 a 620 nM com controle de temperatura de 30°C. Os
resultados foram expressos em pM Trolox, sendo que os valores obtidos foram
divididos pelo valor do acido urico plasmatico para corrigir a influéncia do acido urico
elevado sobre o TRAP (VENTURINI et al., 2012).

4.3.3.2 Metabdlitos do Oxido Nitrico (NOXx)

A determinacdo da concentracdo de subprodutos do NO foi realizada pela
técnica descrita por Navarro-Gonzalvez, Garcia-Benayas, Arenas (1998). O NO é
um gas muito instavel e rapidamente se degrada nos subprodutos nitratos e nitritos,
que podem ser detectados no soro. O método de detecgao baseia-se na reducao de
nitrato a nitrito, mediada por reacbes de Oxido-reducdo ocorridas entre o nitrato
presente na amostra e o sistema cadmio-cobre dos reagentes, com posterior
diazotagdo e detecgdo colorimétrica do azocomposto formado pela adigdo do
reagente de Griess. A quantificagdo de NOx foi feita em leitora de microplacas Asys
Expert Plus, Biochrom® (Holliston, MA, EUA), sendo as leituras realizadas em 540

nm. A concentracdo de NOx foi expressa em pM.



47

4.3.3.3 Determinagédo do Grupamento Tiol (SH-grupo)

O grupamento tiol de proteinas foi avaliado no plasma por espectrofotometria
descrito previamente por Hu (1994). O método de analise é baseado na reag¢ao do
acido 5,5-ditiobis 2-nitrobenzéico (DTNB) com o grupo sulfidrila de proteinas. A
leitura da reagéo foi feita em um espectrofotdmetro marca ThermoSpectronic®,
modelo Helios-a (Waltham, MA, EUA) com o comprimento de onda de 412 nm. Os

resultados foram expressos em yM/mg proteina.

4.3.3.4 Quimiluminescéncia induzida por t-Butil hidroperoxidos

A avaliacdo da formacado de lipoperéxidos por QL foi efetuada em uma
adaptacao da técnica descrita por Gonzalez-Flecha et al (1991). A QM estimulada
por t-butil hidroperdxido (QM — LOOH) foi empregada para analisar a integridade dos
mecanismos de defesa antioxidante ndo-enzimaticos e os niveis de lipoperéxidos.
Este teste baseia-se na premissa de que um aumento de QM esta relacionado com
um estresse oxidativo prévio sofrido pelo tecido, levando ao consumo das defesas
antioxidantes de baixo peso molecular, tais como vitamina E, e formacao de
lipoperoxidos. Ao meio da reagao foram acrescidos 865uL de tampdo fosfato
monobasico 20mM pH 7,4, 125uL de plasma, 20uL de t-butil com concentragao de
3mM. Foi utilizado contador B marca Backman® (EUA), modelo LS 6000, com
contagem nao coincidente por 30 segundos e uma faixa de resposta entre 300 e 620

nM. Os resultados foram medidos em cpm.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando o GraphPadPrism versdo 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). As variaveis continuas foram analisadas
utilizando-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com post test de Dunn e os
resultados foram expressos como mediana e intervalo interquartil (IQR) 25%-

75%.0s resultados foram considerados significativos quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Parametros metabolicos

Apos oito semanas, foi verificado que os roedores alimentados com ragéo
enriquecida com frutose (G2) desenvolveram caracteristicas laboratoriais de SM
quando comparado com o G1, como: aumento dos niveis plasmaticos de glicose em
jejum (p< 0,001), insulina (p< 0,005), HOMA-IR (p< 0,0003), triglicerideos (p<0,005)
e redugdo nos niveis de HDL-c (p<0,005). No entanto, ocorreu uma redugao no peso
(<0,0001)(Tabela 6).

No que se refere aos tratamentos, o probidtico (G3) ocasionou um aumento
no peso (p=0,0194) e uma redugao nos niveis plasmaticos de insulina (p= 0,0145),
HOMA-IR (p=0,0037) quando comparado com o G2.

O tratamento com prebidtico (G4) nao alterarou nenhum dos parametros
metabdlicos avaliados quando comparados com G2. Ja administracdo em simbiose
de prebidtico com probiodtico (G5) resultou em diminuigdo no HOMA-IR (p=0,0337)
quando comparado com G2. O tratamento com o simbidtico (G5) aumentou o
HOMA-IR (p=0,0148) quando comparado ao grupo G3.
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Tabela 6 Avaliagao dos parametros metabdlicos em ratos Wistar com Sindrome Metabdlica induzida por frutose, submetidos ou
nao ao tratamento com probibtico, prebidtico e simbidtico

Analise Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo5 G1xG2 G2XG3 G2XG4 G2XG5 G3XG5 G4XG5
Peso (gr)* 192,0 122,5 135,0 129,5 134,0
167,86 -202,8  109,8-131,3 131,0-1658 119,3-1453 128,0-140,0 <0,0001  0,0194 NS NS NS NS
157,5 195,5 200,5 192,0 188,0
Glicose (mg/dl)  149,3-164,8 178,3-206,3 193,0-206,5 180,5-196,8 177,0-213,0 <0,001 NS NS NS NS NS
1,34 2,47 1,70 2,04 1,95
Insulina (pg/ml) 1,0-1,71 2,02-2,70 127-228 155-265 154-241 <0,005 0,0145 NS NS NS NS
2,205 5,300 3,330 4,000 4,625
HOMA-IR 1,603-2,933 4,520-5,520 2,885-3,855 2,885-3,855 3,668-5025 <0,0003  0,0037 NS 0,0337 0,0148 NS
61,0 133,0 179,5 205,0 137,0
TRI (mg/dl) 37,0-75,5 114,3-1567,3 117,3-257,0 111,0-244,0 111,0-186,0 <0,005 NS NS NS NS NS
61,0 53,5 50,0 49,5 51,0
HDL (mg/dl) 55,0 -74,3 46,3 - 60,8 438-573 445-568 44,0-550  <0,005 NS NS NS NS NS

Grupo 1: Controle negativo, Grupo 2: Controle positivo Sindrome Metabdlica (SM) , Grupo 3: SM e probiéticos, Grupo 4: SM e prebidticos,
Grupo 5: SM e simbidticos. Os dados s&o expressos como mediana (25%-75%).

*Diferenga de peso: (peso final - peso inicial); NS: ndo significativo; HOMA-IR: homeostasis model of assessment — insulin resistance; TRI:
triglicerideos; HDL.: lipoproteina de alta densidade.
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5.2 Estresse Oxidativo

Com relagédo ao estresse oxidativo a presenga de SM (G2) reduziu os niveis
séricos de NOx (p=0,0115) e aumentou os niveis plasmaticos de grupamento SH
(p<0,0001) e do TRAP (p=0,0443) quando comparado ao grupo G1 (Tabela 7).

Ao comparar os tratamentos probiotico (G3), prebidtico (G4) e simbidtico (G5)
ao grupo da SM sem intervengdes (G2), podemos observar que: a administragdo do
L.plantarum Lp115 (G3) n&o foi capaz de alterar nenhum parametro avaliado de
estresse oxidativo, ja o tratamento com yacon (G4) reduziu os niveis de
hidroperoxido lipidico (p=0,0021) e aumentou SH (p=0,0488), TRAP (p=0,0337). O
uso em simbiose do L.plantarum Lp115 com yacon (G5) foi capaz de reduzir o
hidroperoxido lipidico (p=0,0147) e aumentar os niveis de Nox (p=0,0021) e SH
(p=0,0306)

O tratamento com simbidtico (G5) reduziu os niveis de hidroperoxido lipidico
(p=0,0443) quando comparado ao probiético (G3) e aumento os niveis de Nox
quando comparados ao G3 (p=0,0263) e ao G4 (p=0,0183).
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Tabela 7- Avaliagcédo do estresse oxidativo em ratos Wistar com Sindrome Metabdlica induzida por frutose, submetidos ou n&o ao
tratamento com probidtico, prebiodtico e simbidtico.

Analise G1 G2 G3 G4 G5 G1XG2 G2XG3 G2XG4 G2XGh G3XG5 GbHXG4

Hidroperoxido 209,8 2124 205,9 175,2 186,1

(cpm) 190,1-2425 192,4 -234 1 187,3-257,0 168,5-189,7 170,7-198,4 NS NS 0,0021  0,0147 P0,0443 NS

Isoprostanos 86,71 81,55 83,96 95,07 81,55

(pg/ml) 79,00 -9943 74,29-107,80 62,65-9587 82,77-116,40 51,34-87,04 NS NS NS NS NS NS
4175 2,979 3,016 3,028 5,280

NOx (uM) 3,652- 6,206 2,655 -3,764 2,7123-4,888 1,371-4,374 3,589-7,833 0,0115 NS NS 0,0021 0,0263 0,0183
176,6 215,5 220,6 2410 2394

SH (uM) 151,3-182,9 200,0-232,2 194,7-2410 232/4-2510 227,5-251,6 <0,0001 NS 0,0488  0,0306 NS NS

TRAP (UM 188,6 209,6 201,7 218,3 215,1

Trolox/mg AU) 1732-198,5 186,0-224,4 168,9-2212 211,0-2426 170,6-2348 0,0443 NS 0,0337 NS NS NS

Grupo 1: Controle negativo, Grupo 2: Controle positivo Sindrome Metabdlica (SM) , Grupo 3: SM e probiéticos, Grupo 4: SM e prebidticos,
Grupo 5: SM e simbidticos. Os dados s&o expressos como mediana (25%-75%).

NS: nao significativo; NO,: Metabdlitos de Oxido Nitrico; SH: grupamento sulfidrila; TRAP: total radical-trapping antioxidant parameter;
AU: &cido urico
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6 DISCUSSAO

6.1 Parametros metabdlicos

6.1.1 Peso

A obesidade é um dos principais fatores para o desenvolvimento da SM. O
excesso de tecido adiposo, principalmente o localizado na regido abdominal, esta
relacionado ao aumento da liberagdo de acidos graxos e de citocinas pro-
inflamatdrias que sao responsaveis por disturbios metabdlicos que contribuem para
o desenvolvimento de varias doencas como resisténcia a insulina, DM2, dislipidemia,
hipertensao e doencas cardiovasculares (GIACAGLIA; SILVA; SANTOS, 2010).

Dentre os grupos com intervencgdes terapéuticas ,0 probidtico — L.plantarum
Lp 115 apresentou um maior ganho peso, resultado este que difere de alguns
estudos onde o tratamento com diferentes espécies de Lactobacilus apresentaram
efeitos positivos na reducdo da adiposidade (TAKEMURA; OKUBO; SONOYAMA,
2010; SATO et al., 2008).

Em um estudo semelhante ao nosso, Hsieh e colaboradores (2013)
suplementaram a dieta de ratos com 65% frutose durante 14 semanas. O maior
ganho de peso ocorreu no grupo alimentado com alta frutose sem intervengdes. Os
animais que receberam administragdo oral de L. reuteri GMNL-263 (10° UFC)

apresentaram um menor ganho de peso.

Huang e colaboradores (2013) obtiveram o mesmo resultado ao estudar o
comportamento de ratos com SM induzida com dieta 20% frutose, diante do

tratamento com L. plantarum K68 (10° UFC), por um periodo de oito semanas.

O grupo tratado com prebidtico (G4) apesar de ndo apresentar resultados
significativos, foi o que apresentou um menor ganho de peso dentre os tratamentos,
mostrando que o yacon exerce efeito positivo na reducdo do peso. Resultado

semelhante foi apresentado no trabalho de Genta e colaboradores (2009) em que foi
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constatada uma redugdo de peso significativa em mulheres obesas na pré-
menopausa com a suplementacgéo de 0,14g FOS/Kg de massa corporal durante 120
dias. Os autores atribuiram a perda de peso ao fato dos FOS aumentarem o tempo

de saciedade e consequentemente contribuirem para reducéo do peso.

6.1.2 Resisténcia a insulina

No presente estudo, o consumo diario do probidtico L.plantarum (Lp115) (10°
UFC) nao alterou significativamente os niveis plasmaticos de glicose em jejum. No
entanto, houve uma reducao na RI, sendo que o efeito individual do probiético na Rl

foi mais eficaz do que em simbiose com yacon.

Diferentemente do presente estudo, alguns trabalhos com roedores tém
sugerido o efeito de diferentes espécies de Lactobacillus na homeostase da glicose
e na RIl. Yadav, Jain e Sinha (2006) verificaram que a administragdo de um iogurte
Dahi (Lactococcus lactis ssp. Lactis, L. lactis cremoris, L. lactis ssp. diacetylactis e
Leuconostoc citrovorum) (108 UFC) foi capaz de reduzir a glicemia e a insulina em
ratos alimentados com uma dieta enriquecida com 21% frutose por um periodo de
42 dias. Em outro trabalho deste grupo de pesquisadores eles obtiveram e mesmo
resultado ao estudar o comportamento do Dahi (Lactobacillus acidophilus, L. casei e
L. lactis) em ratos, tendo a agua enriquecida com 21% frutose durante oito semanas
(YADAV; JAIN; SINHA, 2007). Os autores enfatizam que o iogurte Dahi exerce um

efeito benéfico no atraso do desenvolvimento do DM2.

Park e colaboradores (2013) encontraram resultados semelhantes ao
induzirem a SM em ratos com 70% de frutose por trés semanas e administraram por
via oral diariamente L. curvatos HY7601 (10'© UFC) e L.plantarum KY1032
(10"°UFC) durantes as trés semanas seguintes completando seis semanas de
experimento, levando a uma reducéo na glicemia, na insulina e no indice de HOMA-
IR.

Os resultados encontrados em nosso estudo evidenciam que a

suplementagdo com L.plantarum Lp115 € capaz de prevenir o desenvolvimento do
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DM2 reduzindo a resisténcia a insulina.O mecanismo pelo qual os probidticos agem
na redugdo da glicemia e na resisténcia a insulina ainda ndo esta totalmente
elucidado, porém existem algumas hipoteses.A hipdtese da inflamacao € a mais
sustentada até o momento, e baseia-se nas evidéncias de que o desenvolvimento
das doencas metabdlicas como obesidade e DM2 esta relacionada com uma
inflamacéo sistémica e crénica de baixo grau, ocasionada por alteragbes na
microbiota intestinal induzida por uma dieta rica em gordura (PANWAR et al., 2013;
CANI et al., 2007b). O mecanismo pelo qual isso ocorre seria através do aumento do
lipopolissacarideo (LPS) no plasma. De fato o LPS € uma potente molécula pro-
inflamatoria presente na parede das bactérias gram-negativas, seu aumento no
plasma ocasiona a chamada endotoxemia metabdlica que esta relacionada com
processos inflamatérios (EVERARD; CANI, 2013; CANI et al., 2007a). Uma dieta rica
em gordura compromete a integridade da barreira intestinal, permitindo a passagem

dos LPS a circulagao sistémica, levando a endotoxemia (CANI et al., 2008).

Uma segunda hipdétese da acdo dos probidticos na RI, é o fato destes
aumentarem o numero de células natural killer (NK) e receptores de células T (NKT)
no figado (MA; HUA; LI, 2008). O figado é o principal 6rgao alvo responsavel pela RI
mediada por inflamacao. Estas células NKT regulam a producéo de citocinas pro e
anti-inflamatérias, portanto uma deplec¢ao dessas células no figado pode levar a uma
producao excessiva de citocinas pro-inflamatdrias, como o TNF-a fazendo com que

ocorra uma inflamacgao sistémica e RI (SEKI et al., 2000).

Nossos dados evidenciam que nao foi possivel obter resultados benéficos no
perfil glicémico dos animais fazendo uso do yacon. De fato existem resultados
contraditorios na literatura quanto ao efeito benéfico do yacon na redugédo da
glicemia e insulina. Satoh e colaboradores (2013) suplementaram a dieta de
individuos diabéticos, durante cinco meses com 100gr de yacon e constataram que
ndao houve alteragbes na glicemia em jejum, insulina e HOMA-IR. Scheid e
colaboradores (2014) verificaram que a ingestdo de 7,4g FOS (yacon em péd
liofilizado) durante nove semanas reduziu os niveis de glicose em jejum, porém nao
houve diferencas significativas nos niveis de insulina e HOMA-IR em idosos. Por
outro lado Genta e colaboradores (2009) suplementaram a dieta de mulheres
obesas na pré menopausa com 0,14g FOS/kg constatando uma reducéo no indice
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HOMA-IR e nos niveis de insulina, porém nao houve alteracbes nos valores de

glicemia em jejum.

A acao dos prebioticos no metabolismo glicémico baseia-se no aumento da
secrecdo de hormonios intestinais como GLP-1, GIP e grelina em resposta a
fermentacdo de FOS no intestino. Estes peptideos sao liberados pelas células
enddcrinas do intestino, e teriam a fungdo de aumentar a secreg¢ao de insulina pos-
prandial (DELZENE et al., 2005). Além disso, o GLP-1 suprime a secregao de
glucagon, atrasa esvaziamento gastrico, inibe a ingestdo de alimentos ou apetite e
melhora a sinalizagao da insulina no tecido adiposo (DRUCKER, 2003; DELZENE et
al., 2005). Habib e colaboradores (2011) constataram que ratos diabéticos tiveram
uma reducdo nos niveis de GLP-1, apds a suplementagcao por 90 dias com farinha
de yacon (340 ou 6800 mg/kg/dia). Houve um aumento desse peptideo no intestino
desses animais, porém os valores de glicemia de jejum e insulina ndo se alteraram.
Todos esses dados levam a sugerir a hipétese de que o yacon (FOS) pode
desempenhar um papel importante no tratamento de obesidade, SM e DM2 através

da sua capacidade de promover a secre¢cado de GLP-1 (GENTA et al.,2009).

O efeito do simbidtico no metabolismo glicémico ainda permanece
desconhecido, porém acredita-se que ocorra devido a uma simbiose entre bactérias
acido latica e os AGCC em virtude da fermentagdo do FOS (MOROTI et al., 2012;
HABIB et al.,, 2011). Um shake simbiotico contendo Lactobacillus acidophillus,
Bifidobacterium bifidum (108UFC) e FOS consumido em doses diarias de 200ml
reduziu os niveis de glicemia em jejum em idosos diabéticos (MOROTI et al.,2012).
Eslamparast e colaboradores (2014) verificaram que capsulas contendo sete cepas
de Lactobacillus e FOS administrada duas vezes ao dia, durante vinte e oito
semanas foram capazes de melhorar os niveis de glicemia de jejum e insulina

quando comparados com o placebo.

6.1.3 Perfil lipidico

A presenca da SM foi capaz de alterar o perfil lipidico destes animais, sendo
que houve um aumento nos niveis plasmaticos de triglicerideos e redugao do HDL
quando comparados com o grupo controle negativo (G1). O mecanismo pelo qual a

frutose induz a dislipidemia é através do aumento da lipogénese de novo, e
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consequentemente um aumento dos triglicerideos hepaticos. Esse aumento dos
lipideos hepaticos esta associado a uma diminuigdo da degradacdo de apoB e
consequentemente, ao aumento da sintese e secrecdo de VLDL ricas em
triglicerideos para corrente sanguinea. A secrecdo aumentada de VLDL associada a
reducdo da ativacdo da lipase das lipoproteinas pela insulina resulta em
hipertrigliceridemia e consequentemente dislipidemia aterogénica, aumento das
lipoproteinas remanescente LDL-c e diminuicdo dos HDL-c (BASCIANO;
FEDERICO; ADELI, 2005; TRAN; YUEN; McNEILL, 2009).

Os resultados encontrados de HDL-c estdo de acordo com a literatura, em
que o modelo de indugdo de SM ocasiona uma redugao nestes valores. No entanto,
os tratamentos utilizados no presente estudo ndo foram capazes de alterar
significativamente o perfil lipidico destes animais (HUANG et al., 2013; YADAV;
JAIN; SINHA, 2007a; PARK et al.,2013; HSIEH et al., 2013).

Diferente deste estudo o efeito hipocolesterolémico dos probidticos tem sido
demonstrado em varios ensaios em animais e em humanos. Os mecanismos pelos
quais os probidticos afetam as concentracées de colesterol permanecem em estudo
(MANZONI, 2008). Algumas hipoteses tém sido propostas, as quais incluem:
assimilagdo do colesterol pelas bactérias; incorporacdo do colesterol a parede
celular das células bacterianas; desconjugacdo enzimatica dos sais biliares, e
alteracdo do metabolismo lipidico pela atuagdo dos acidos graxos de cadeia curta
(PEREIRA, GIBSON, 2002; STROMPFOVA, 2006; ZHAO, YANG,2005).

Alguns estudos tém sugerido o efeito benéfico dos probidticos no perfil lipidico
de roedores. Xie e colaboradores (2011) verificaram a redugdo significativa nos
niveis plasmaticos de triglicerideos em ratos, apdés a ingestdo de Lactobacillus
plantarum 9-41-A (10° UFC) por seis semanas. Kumar e colaboradores (2011)
obtiveram o mesmo resultado ao estudar o comportamento de 30 ratos
hipercolesterolémicos, diante do tratamento com duas linhagens diferentes de
L.plantarum (Lp91 e Lp21) na mesma concentragdo de 108 UFC, por um periodo de
trés semanas. Hsieh e colaboradores (2013) também obtiveram esse mesmo
resultado ao administraram durante 14 semanas L.reuteri GMNL-263 (10° UFC), em
ratos alimentados com uma dieta rica em frutose. No entanto, Park e colaboradores

(2013) verificaram que L.curvatus HY7601 e L.plantarum KY 1032 nas concentragdes
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de 10° e 10" UFC durante trés semanas, foram capazes de reduzir os niveis de
triglicerideos em ratos com SM, porém nao houve diferengas significativas nos

valores de HDL.

Considerando que nao obtivemos resultados positivos na dislipidemia com a
suplementagao de yacon, existem trabalhos onde esse efeito € notério. Visto que as
fibras soluveis possuem efeitos benéficos no metabolismo lipidico, a suplementagao
com estas fibras tem se mostrado eficaz no aumento da excrecédo de acidos biliares,
uma vez que maiores quantidades de colesterol sdo convertidos em acidos biliares
no figado e sdo subsequentemente excretadas, a suplementacao de fibras soluveis
possivelmente eleva o catabolismo de colesterol. Consequentemente, uma menor
concentracdo de colesterol intracelular estimula a expressao de receptores de LDL
na membrana plasmatica, o0 aumento da internalizagdo de LDL resulta em uma
diminuicdo nos niveis dessa lipopoproteina (OLIVEIRA;BRAGA;FERNANDES, 2013;
CHEN; HUANG, 2009).

Estudos indicam que os AGCC como acetato e propionato alcangam o figado
através do sangue portal, e sdo capazes de modular o metabolismo lipidico hepatico
de roedores (DELZENNE; WILLIAMS, 2002). O efeito dos FOS na redugdo dos
triglicerideos é devido a uma reducédo na secrecao de particulas VLDL oriundas do
figado, esse efeito também tem sido associado com uma diminuicdo da lipogénese
de novo e com uma diminuicdo na expressdo de enzimas lipogénicas hepaticas

chaves, como acido graxo sintase (DELZENNE et al., 2002).

Alguns estudos com humanos demonstram resultados contraditorios na
melhora do perfil lipidico pela ingestdo de FOS. Causey e colaboradores (2000)
suplementaram a dieta de 12 homens hipercolesterolémicos com 20gr inulina por um
periodo de trés semanas e constataram uma redugcao nos niveis de triglicerideos e
colesterol total, porém n&o houve alteracées nos valores de HDL e LDL. Individuos
com DM2 receberam por vinte dias, 15 gr de inulina (Raftilose® P95, ORAFTI),
sendo que no final do tratamento ndo houve redugdes significativas em nenhum
parametro do perfil lipidico (ALLES et al.,1999). Por outro lado, Genta e
colaboradores verificaram que um xarope de yacon na dose de 0,14gFOS/kg/dia foi

capaz de reduzir os niveis de colesterol total, triglicerideos e aumentar HDL.
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Em roedores, os resultados encontrados também divergem. Habib e
colaboradores (2011) verificaram que a administracdo de farinha de yacon
(340mg/FOS/Kg) durante 90 dias em ratos diabéticos foi capaz de reduzir os niveis
de triglicerideos, porém nao houve redugao significativa nos valores de colesterol
total e LDL. No entanto, Oliveira, Braga, Fernandes (2013) constataram que um
extrato aquoso dos tubérculos do yacon (0,76g/FOS/kg) administrados em ratos
diabéticos por trinta dias reduziu significativamente os niveis de colesterol total,
VLDL, LDL e triglicerideos.

O efeito do simbidtico no metabolismo lipidico ainda nao foi totalmente
elucidado, uma vez que depende das condi¢des fisiologicas especificas de cada
individuo (MOROTI et al., 2012). Roselino e colaboradores (2012) administraram um
produto simbiético de soja com yacon fermentado com Enterococcus faecium CRL
183 (108 UFC) e L. helveticus ssp. jugurti 416 (10° UFC) em ratos diabéticos durante
sete semanas e verificaram uma reducao nos niveis de triglicerideos, aumento no
HDL ndo havendo diferengas significativas nos niveis de colesterol total. Ooi e
colaboradores (2010) avaliaram que a ingestdo de capsulas contendo L.acidophilus
CHO-220 (10° UFC) e inulina (0,20g) diariamente durante doze semanas, foram
capazes de reduzir os niveis de colesterol total e LDL em homens e mulheres
hipercolesterolémicos, porém nao houve alteragdes significativas nos niveis de
triglicerideos e HDL. Schaafsma (1998) verificou uma reducado significativa no
colesterol total, LDL e na taxa LDL/HDL em homens com idade de 33-64 anos, que
consumiram 125 ml de um leite fermentado contendo L.acidophilus (108 UFC) e
FOS, trés vezes ao dia durante trés semanas, os valores de HDL e permaneceram

inalterados.

6.2 Estresse oxidativo
6.2.1 Isoprostanos e Hidroperéxido lipidico
No presente estudo, a presenga de SM (G2) nao foi capaz de alterar os niveis

de isoprostanos e hidroperdxidos lipidicos avaliados por tert-butil, sendo que, a

presenca da oxidacao lipidica € uma alteragdo comum em individuos com sindrome
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metabdlica (SIMAO et al., 2008; SIMAO et al.,2011). Em estudos com roedores, a
alta ingestao de frutose e a presenga de SM foram capazes de ocasionar estresse
oxidativo, devido a um aumento na peroxidagao lipidica (TBARS) (PRABHAKAR et
al.,2014; LOPES et al., 2014).

Os niveis de hidroperdxidos foram avaliados por QM, sendo este um método
mais sensivel e especifico para avaliacdo do estresse oxidativo em individuos com
SM, pois ele sofre menos interferéncia do meio, quando comparados com outros
métodos, como MDA e TBARS (CASADO et al., 2007).

Neste estudo, tanto a administragdo do prebiotico (G4) como do simbidtico
(G5), foram capazes de reduzir os niveis de hidroperoxido em ratos com SM (G2).
Os compostos fendlicos presentes no yacon exibem efeitos citoprotetores em
hepatdcitos de ratos com danos oxidativos ocasionados por tert-butil hidroperoxidos.
O mecanismo de inibicdo da lipoperoxidacdo de membrana é devido a uma
anulacado de reacdo em cadeia por interacdo do antioxidante com o radical livre
(VALENTOVA et al., 2003; VALENTOVA et al.,2004).

Apesar do tratamento com probi6tico ndo ter ocasionado uma reducédo na
oxidagao lipidica no presente estudo, os leites fermentados tém sido considerados
fontes dietéticas de antioxidantes naturais, devido a presenca de peptideos
antioxidantes. A maioria dos peptideos bioativos identificados s&o derivados da as-
caseina e tem mostrado capacidade de eliminar radicais livres e inibir a peroxidagao
lipidica (KORHONEN; PIHLANTO, 2006). A capacidade antioxidante dos peptideos
derivados da proteina do leite baseia-se na presenca de proteinas ricas em cisteina
que é o precursor mais importante da produgdo da glutationa um potente
antioxidante intracelular (HAYES et al., 2007). Lee e colaboradores (2005) avaliaram
a capacidade antioxidante in vitro do L.plantarum KCTC 3099 (UFC) e observaram
que esta espécie apresenta alta atividade antioxidante por inibir a peroxidacao
lipidica, ser resistente as ROS (principalmente superoxido e perdoxido hidrogénio)
tendo capacidade de elimina-los e ser capaz de aumentar a enzima antioxidante
SOD.

A ingestdo de leite de cabra fermentado com L.fermentum ME-3 (10° UFC), L.
buchneri S-15 (108 UFC), L. plantarum LB-4 (108 UFC), durante trés semanas, foi

capaz de reduzir o estresse oxidativo em homens com idade média de 50 anos,
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devido uma redugdo nos niveis de isoprostanos e espécies reativas de oxigénios
(ROS) e um aumento na capacidade antioxidante total do plasma. (KULLISAAR et
al., 2003). No entanto o autor enfatiza a dificuldade de comparar a agao antioxidante
das bactérias acido latica (BAL) em leites fermentados, devido os varios
componentes presentes no leite, como minerais, vitaminas, AGCC, biomoléculas
que também podem contribuir para a capacidade antioxidante total do plasma. Além
disso, as BAL podem ser absorvidas de maneira diferente, pois cada individuo
possui um metabolismo diferenciado (KULLISAAR et al., 2003; KULLISAAR et al.,
2002).

6.2.2 Metabolitos do Oxido Nitrico (NOXx)

A disfungcdo endotelial esta presente na fisiopatologia da SM e pode ser
avaliada por varios meios, incluindo avaliagdo dos niveis de metabdlitos de 6xido
nitrico (NOx) (WILLIAMS et al.,2002). Neste trabalho a presenca de SM induzida por
frutose alterou os niveis de NO, sendo que houve uma redugéo nos niveis de NOx

no grupo SM sem intervengdes (G2).

Na presenca de estresse oxidativo (EO) ou de citocinas proé-inflamatorias
ocorre um aumento na indugdo da enzima iNOS (macrofagos), que é responsavel
pela produgdo de NO. Em um meio onde se tem um aumento ROS é possivel que
os niveis de NO estejam reagindo com estas espécies reativas de oxigénio e
formando peroxinitrito e assim ocasionando uma redugéo nos niveis de NO (SIMAO
et al., 2011).

As caracteristicas presentes na SM como hipertensao, dislipidemia e aumento
nos niveis glicemicos sao conhecidas por estarem associados a um aumento na
producao de ROS, todos estes fatores contribuem para uma disfunsao endotelial
ocasionando redugdo nos niveis de NO (WILLIAMS et al.,2002).

A redugéao nos niveis de NO presente no grupo SM foi encontrada em alguns
trabalhos em humanos (SIMAO et al.,2011; SIMAO et al.,2010). A alta ingest&o de
frutose também é responsavel por uma reducéo na biodisponibilidade do NO, devido
ao aumento na concentracao do acido urico (AU) que também se faz presente nessa
condicdo (NAKAGAWA et a.,2006). Ao contrario da glicose, a ingestdo oral de
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frutose ocasiona um aumento rapido de AU, cerca de 30-60 minutos apds o
consumo em humanos (NAKAGAWA et al.,2006). A frutose entra nos hepatdcitos
onde é rapidamente fosforilada pela frutoquinase a frutose-1-fosfato. Durante esta
reacao, o ATP doa o fosfato, resultando na geragdo de ADP que é adicionalmente
metabolizado em AU (NAKAGAWA et al.,2006). Em ratos alimentados com alta
frutose, além de aumentar a producao hepatica de AU, ocorre também uma reducao
na excregao urinaria de AU nestes animais (NAKAGAWA et al.,2006).

Em alguns trabalhos experimentais com ratos alimentados com alto teor de
frutose, a redugcdo do NO é presente (YEH et al.,2014; VAZQUEZ-PRIETO et al.,
2011), porém Kantar e colaboradores (2015) constataram que uma dieta enriquecida
com alto teor frutose por um periodo de oito semanas, ocasionou um aumento nos
niveis de NO e Lopes e colaboradores (2014) verificaram que esses niveis nao se

alteraram com a ingestao aguda de frutose.

Com relagao aos tratamentos, no presente estudo os niveis de NO voltaram a
subir com o uso do simbidtico quando comparados com L.plantarum Lp115 e yacon
isolados. No entanto, diferentemente de nosso estudo Rishi e colaboradores (2009)
verificaram que uma bebida simbidtica contendo L.acidophilus (10'® UFC) e inulina
foi capaz de reduzir o estresse oxidativo em roedores devido ao aumento das
defesas antioxidantes SOD e GSH e uma redugdo nos niveis de NO, porém a
peroxidagao lipidica (MDA) foi aumentada no grupo simbidtico quando comparado

ao controle sem intervencgoes.

Poucos estudos tém avaliado o efeito do consumo do yacon nos niveis de
NO, e estes sdo bastante contraditérios. A administracdo de acido cafeico um
composto fendlico presente no yacon, foi capaz de aumentar os niveis de NO em
ratos diabéticos (60 mg/Kg/STZ), uma vez que a biodisponibilidade de NO é
reduzida em ratos diabéticos e esta reducdo por estar relacionada com alteracdes
no endotélio como, DM2, aterosclerose, hipertensdo, SM ( HO et al., 2013). Por
outro lado Mubarak e colaboradores (2012) avaliaram a ingestao de 400mg de acido
clorogénico em homens e mulheres e constataram que apesar do aumento do acido
clorogénico no plasma depois de 150 minutos da ingestdo quando comparados com
o controle, este composto fendlico ndo foi capaz de alterar significantemente os

valores de NO, pressao arterial e alterar a fungao endotelial.



62

O papel dos Lactobacillus na protecéo contra o estresse oxidativo baseia-se
na capacidade de eliminar as ROS (principalmente superéxido e perdxido

hidrogénio), quelar ions metalicos e inibir a peroxidagao lipidica (LIN; YEN, 1999).

A presenca do L. plantarum Lp115 nao foi capaz de aumentar os niveis de
NO neste trabalho, porém os efeitos da agdo dos probidticos nos niveis de oxido
nitrico s&o escassos na literatura. Coskun; Aslim; Yuksekdag (2010) verificaram que
a administragao de L. delbruckii subs. bulgaricus B3 e L. delbruckii subs. bulgaricus
A13 (10"°UFC) por um periodo de 15 dias, ocasionou um aumento na peroxidagdo
lipidica (TBARS) e nos niveis de NO nas células intestinais de ratos. No entanto

houve um aumento nas enzimas antioxidantes GSH e acido ascoérbico (vitamina C).

6.3.3 Capacidade antioxidante total (TRAP) e Grupamento Sulfidrila (SH)

Com relacido a capacidade antioxidante, a presenca de SM nao foi capaz de
reduzir os niveis de SH e TRAP. Isso pode ter ocorrido, devido a um aumento na
mobilizacdo das defesas antioxidantes para o grupo SM sem intervengdes (G2). No
caso do grupamento sulfidrila (SH), sua capacidade antioxidante baseia-se na
doacdo do seu H para estabilizar a ROS. No entanto, o uso de prebibticos e
simbidticos foram capazes de aumentar a capacidade antioxidante do meio através

do aumento nos niveis de SH e TRAP quando comparados com o G2.

Antioxidantes sdo compostos que podem atrasar ou inibir a iniciagcdo ou
propagacao da reacado de oxidacdo em cadeia (ANDRADE et al.,, 2014). O TRAP
quantifica todos os antioxidantes (hidrossoluveis e lipossoluveis) de maneira
integrada no plasma. Visto que o AU é o principal componente do TRAP,
correspondendo a 60% da capacidade antioxidante total plasmatica, em individuos
com hiperuricemia esse valor de TRAP pode ser superestimado, assim é necessario

fazer a correcdo com base na concentracédo de AU (VENTURINI et al., 2012).

Os valores de TRAP encontrados na presengca de SM sdo contraditérios,
Simao e colaboradores (2008) constataram que ndo houve alteragdes nos valores
de TRAP em individuos com SM quando comparados com grupo controle normal.

Venturini e colaboradores (2012) verificaram uma reducdo nestes valores em
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pacientes com SM e excesso de peso. Entretanto Skalicky e colaboradores (2008)
observaram um aumento nos niveis de TRAP em pacientes obesos com SM, porém
eles relacionaram este fato devido a um aumento nas concentragdes de AU também

presente neste grupo.

A acgao antioxidante do yacon tem sido atribuida a presenga de alta
concentracdo de compostos fendlicos, tais como acido cafeico, clorogénico e
triptofano presente nos tubérculos, acido galico, rutina nas folhas e acido miricetina e
galico presente nas flores do tubérculo (CAMPOS et al.,, 2012; ANDRADE et al.,
2014).

A capacidade antioxidante presente no yacon (VALENTOVA et al., 2003;
VALENTOVA et al., 2005; SIMONOVSKA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2013) possui
uma forte correlagdo com os compostos fendlicos presentes, sendo um indicativo de
que estes compostos sejam os principais responsaveis por esta alta capacidade
antioxidante do yacon (CAMPOS et al., 2012).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos € devida principalmente as
suas propriedades redox, que desempenham um importante papel na absorgéo e
eliminacdo de radicais livres, anulacdo do oxigénio singleto e tripleto ou na
decomposicdo de perdxidos (ZHENG; WANG, 2001; VALENTOVA et al., 2003).

No entanto, diferentemente do presente estudo, onde a presenca de
L.plantarum Lp115 nao foi capaz de aumentar as capacidades antioxidantes, tem
sido mostrado em alguns trabalhos que diferentes linhagens de Lactobacillus
possuem atividade antioxidante (AMARETTI et al.,2012; VIRTANEN et al., 2007;
KULLISAAR et al.,2002; KULLISAAR et a., 2003; LIN; YEN, 1999) e s&o capazes de
reduzir os riscos do acumulo de ROS durante a ingestdo de alimentos probidticos
(KULLISAAR et a., 2003).

Ejtahed e colaboradores (2012) verificaram que a ingestao diaria de um
iogurte contendo L.acidophilus La5 (108 UFC) e Bifidobacterium lactis Bb12 (108
UFC) por individuos diabéticos tipo 2 durante seis semanas, foi capaz de aumentar
os valores de SOD, glutationa peroxidase e atividade antioxidante total quando
comparados com o grupo controle sem probidticos, porém n&o houve alteragbes nos

valores de catalase e uma redugao na peroxidacao lipidica (MDA). Em roedores com
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SM induzida por frutose, a administragéo de L.reuteri GMNL- 263 (10°UFC) foi capaz
de regular as enzimas antioxidantes SOD e glutationa redutase, uma vez reduzidas

no grupo controle SM sem intervengdes (HSIEH et al., 2013).

O efeito benéfico dos simbidticos no estresse oxidativo pode ser explicado
pelo efeito da produgao de AGCC, em particular o butirato, este por sua vez estimula
o NADPH para a sintese de GSH, induz apoptose e aumenta a regulagdo da
atividade oxidante pelas vias das pentoses (MATTEWS et al.,, 2007). Madh,
Amrutha, Prapulla (2012) realizaram um estudo in vitro para avaliar a capacidade
antioxidante (DPPH) em um iogurte probiotico e simbidtico contendo L.plantarum
CFR 2194, L.fermentum CFR 2192 e FOS, a capacidade antioxidante total e os
conteudos fendlicos totais foram maiores no iogurte simbidtico (L.plantarum CFR
2194 e FOS). Os autores fazem uma correlagdo entre os conteudos fendlicos do
FOS e a capacidade antioxidante total. No entanto, a ingestdo de um iogurte
simbiético contendo L.sporogenes (107 UFC) e inulina por individuos diabéticos
(DM2) durante seis semanas nao foi capaz de alterar a capacidade antioxidante total
quando comparada com o controle, porém os niveis de GSH aumentaram
significativamente (ASEMI et al., 2014).

Em um estudo de Hutt e colaboradores (2009) o consumo de uma bebida
simbidtica contendo L.fermentum ME-3, L.paracasei e Bifidobacterium longum com
raftilose P05 em individuos assintomaticos colonizados com H.pylori resultou em um
aumento significativo na capacidade antioxidante total do plasma e nos niveis de
GSH.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o uso de probidtico individualmente

apresenta efeitos favoraveis na reducio da resisténcia a insulina.

No entanto, embora o uso de prebiético ndo tenha alterado os parametros
metabdlicos ele diminuiu a oxidacéo lipidica e aumentou as defesas antioxidantes. O
uso do simbidtico estudado parece nao ser adequado para o tratamento de

resisténcia a insulina no tempo utilizado.
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ANEXO |
CARTA DE APROVACAO DO COMITE ETICA ANIMAL

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N* 013/2044 Londring, 20 de Fevereiro de 2014,

Rroxada Reaguinndnen,

A CEUANVEL reunida em 11 de Dezemiro de 2013 avaliou o projeto de pesquisa
inbulado "Mecanismo de agae de um prodidtice, prebiotico pu simbidtico, em ratos
Wistar machos com diabetes do tipo 2°, registrado sob © processo CEUA o
28688.2013.97, pesquiss do Centro de Cidncias Aprérias, dasenvolvide sob sua
responsabiidade. Esclarecidos os aspecios metodolégicos solicitados, o projeto de pesquisa
foi aprovado para exscucdo entendenco-se que 08 principios éticos postulados pelo
Conselho Naclonal de Contrale g2 Experimentagio Animal esi&o respetiados.

Serdo utilizados 78 ratos Wistar machos de 90 dias de idade @ pesa aproximado de 250
g. O &hjetivo deste projeio & mvestigar o eferdo & mecanismo dé agdo &6 Laclobacdius
plantarum (Lp115) elou de prebibtico {soluglo de Yacon) na hiperglicemia de ratos Wistar
machos com Diabetes Mellitus tipo 2 induzida por frutose e balxa dose de estreptozotocina.
Os pardmetros sanguineos analisados serdo: glicemia, Insulina, HOMA IR HOMA B,
adiponectina, GLP-1 e fstores Inflamaidrios. O lempe previsio pers desenvoivimento do
projeto & de 20 meses a parlir da sua aprovagao,

Cumpre orientar que ¢ase pretendam-se quaisquer aflerac0es no protocoio de aula
pratica aprovado, deve-se submeter o novo prolocclc a8 spreclagio da CEUA/UEL
anteriorments 8 sxecucao das modficacdes, Sem mas para 0 momento, SUDSCrevo-me,
cordialmentsa,

Widldite € Uttrs Yosuen
Prof. Dr. Waldicau Aparecido Werri Junicr
Coordenador da CEUA/UEL

lima. Sra.

Profa. Dra. Lucla Helena da Silva Miglioranza

Departamenio de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Centro de Ciéncias Agrarias

Com copia pars Sra Egle Maria de Sousa (Chefe ¢a DCA/PROPPG), Diretor do Bioténio
Central do CCB e Diretor(a) do Cantro de Clénclas Agrarias.
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