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RESUMO

Nos ultimos tempos observaram-se mudangas no perfil de morbimortalidade
da populacao brasileira, em fungdo do aumento de prevaléncia das doengas
crOnicas nao transmissiveis. Pode-se destacar entre elas o diabetes que é uma
doencga de etiologia multipla que se caracteriza pela deficiéncia de produgao de
insulina, diminuicdo dessa produgao ou ambas as condigdes. Um dos principais
objetivos do tratamento é o controle glicemico, e para esse controle utiliza-se
medicamentos que sdo caros e apresentam efeitos colaterais e por isso aumenta
cada vez mais a busca de alimentos funcionais capazes de complementar esse
tratamento. Entre esses alimentos destaca-se a batata yacon. Na busca da
confirmacao da atividade antidiabetica desse tubérculo, estudos sdo desenvolvidos
com animais e humanos com avaliagcao do perfil glicemico. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito da farinha da batata yacon (Smallanthus sonchifolius) no perfil
glicémico de ratos nao diabéticos e diabéticos induzidos por streptozotocina.
Elaborou-se uma farinha com a polpa da batata yacon e posteriormente foi realizado
um ensaio biologico. A farinha da batata yacon foi capaz de diminuir a média da
glicemia dos ratos diabéticos, o que pode ser justificado pela reserva de FOS. Os
animais tratados com dieta FOS também reduziram a glicemia confirmando a
capacidade de controle glicémico desses frutanos. Foi possivel observar a eficacia
da metodologia de inducdo do diabetes melitus, validando o protocolo de indugao
elaborado. Tais resultados sugerem que estudos cronicos com o0 modelo de diabetes
podem ser melhor avaliados em relagdo ao controle glicémico, ja que observou-se
um melhor controle a partir da terceira semana de experimento.

Palavras chave: Estreptozocina, Diabetes mellitus, experimental, glicemia



ABSTRACT

The morbidity and mortality profile of the Brazilian population has changed recently in
light of the increasing prevalence of chronic noncommunicable diseases. Of
particular importance among these diseases is diabetes, a multiple-etiology disease
characterized by insulin deficiency or decreased insulin production, or both. A major
treatment goal is glycemic control, which requires medications that are expensive
and have side effects. As a result, the demand for functional foods to complement
this treatment is increasing. Among these foods is the yacon potato. To confirm its
antidiabetic activity, glycemic profile studies in animals and humans have been
carried out. The aim of this study was to evaluate the effect of yacon potato
(Smallanthus sonchifolius) flour on glycemic control in nondiabetic rats and rats with
streptozotocin-induced diabetes. Flour was prepared from vacon potato pulp and
later a biological assay was carried out. Yacon potato flour was able to lower mean
glycemia in diabetic rats, which can be explained by the FOS reserve. Animals
treated with a FOS diet also had reduced blood glucose levels, confirming the ability
of these fructans to control glycemia. The diabetes mellitus induction methodology
proved effective, which validated the induction protocol developed. These results
suggest that long-term studies with the diabetes model can best be assessed in
relation to glycemic control, since there was better control starting in the third week
of experiment.

Keywords: Streptozocin, Diabetes mellitus, experimental, blood glucose
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CAPITULO 1

1 INTRODUGAO

Nos ultimos tempos observaram-se mudangas no perfil de morbimortalidade
da populagdo brasileira, em funcdo do aumento de prevaléncia das Doengas
Crbnicas N&o Transmissiveis (DCNT). Estas alteragcbes vém sendo estudadas, a
partir da década de 60, dentro do contexto de transigdo demografica, epidemiologica
e nutricional (PINHEIRO; FREITAS; CORSO, 2004; RIBEIRO; CARDOSO, 2002).

As DCNT sao um grupo de doengas que em geral se caracterizam por historia
natural prolongada, fatores de riscos multiplos e complexos, periodo de laténcia e
curso assintomatico longo, manifestagbes clinicas que oscilam pela gravidade da
doencga, e lesdes irreversiveis, que podem levar a diferentes graus de incapacidade
e até mesmo a morte (PINHEIRO; FREITAS; CORSO, 2004).

Esses grupos de doencgas caracterizam grandes problemas de saude publica.
O tratamento € oneroso, pois sdao as que demandam maior atencdo no
desenvolvimento de acdes, procedimentos e servigos de saude. Dentre as DCNT
pode-se destacar o diabetes, que é classificado entre as 10 primeiras causas de
morte em diversos paises, apresentando uma alta prevaléncia juntamente com a
Obesidade, Dislipidemias e Hipertenséo Arterial (LESSA, 2004).

O diabetes mellitus € uma doenga crénica caracterizada por hiperglicemia
resultante da deficiéncia na secrec¢ao de insulina, na agcao da insulina ou em ambas
funcdes. E uma doenca de alta morbi-mortalidade, com etiologia multipla e
complicagbes como insuficiéncia renal, amputacdo de membros inferiores, cegueira
e doengas cardiovasculares (TOSCANO, 2004). Em relagao aos sintomas, observa-
se polidipsia, poliuria, glicosuria, fraqueza sem causa aparente e lenta cicatrizagao
de feridas pela ma circulacédo (BARONI et al. 2008).

Em paises em desenvolvimento como o Brasil, esta previsto aumento na
prevaléncia de diabetes de 170% no periodo de 1995 a 2025, segundo Narayan et
al. (2000).

Em pesquisa realizada em 26 capitais dos estados brasileiros e no Distrito
Federal, tendo como objetivo monitorar a frequéncia e a distribuicdo dos

determinantes das DCNT no Brasil obtiveram que no ano de 2009, a frequéncia do
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diagndstico prévio de diabetes encontrada foi de 5,8%, ndo havendo diferenca entre
0s sexos. A prevaléncia foi maior (20%) em individuos com idade igual ou superior a
65 anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

O controle da glicemia é essencial no tratamento do diabetes mellitus. O
tratamento com medicamentos tais como biguanidas e sulfoniluréias, pode causar
efeitos colaterais graves, motivando uma busca cada vez maior por outros agentes
com fins terapéuticos, como os alimentos funcionais que proporcionam uma melhora
na tolerancia a glicose (HWANG et al., 2005).

Estudos relatam que extratos obtidos a partir de plantas sao eficazes na
reducao da glicemia, causando menores efeitos colaterais e com custos mais baixos
que os medicamentos habituais antidiabéticos (GUPTA et al.,, 2005; MARLES,
FARNSWORTH, 1995; NEGRI, 2005; PASSOS; PARK, 2003; ROSA et al., 2009).

Além de extratos de plantas, alguns alimentos também tém sido investigados
em relagao a sua acao no perfil glicémico. Dentre os alimentos estudados, a batata
yacon (Smallanthus sonchifolius) (Figura 1). E um tubérculo nativo dos Andes,
apesar de ainda pouco conhecido no Brasil, tem emergido nos ultimos anos como
uma matéria-prima de importancia por seu elevado teor de frutanos e por sua
capacidade no controle glicémico (QUINTERQOS, 2000).

. ——

Figura 1. Batata yacon (Smallanthus sonchifolius).

A yacon também é conhecida por nomes tipicamente andinos como jicama,
chicama, shicama ou jiquimilla e deriva do idioma Quéchua no qual ~yaku” significa
agua (ZARDINI, 1991). As raizes tém formatos irregulares devido ao contato com
pedras do solo e a pressao de outras raizes. A cor varia entre branca, creme, rosas

ou roxas enquanto a casca pode ser marrom, roxa ou creme (GRAU; REA, 1997).
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A presenga de compostos fendlicos (enzimas polifenoloxidases e
peroxidases) na yacon torna esse tubérculo suscetivel ao escurecimento enzimatico,
pois quando descascada para o consumo ocorre uma oxidagdo enzimatica comum
em frutas e vegetais resultando na formac&o de quinonas, caracterizada como
tipicos pigmentos marrons ou pretos. Por essas caracteristicas, caso a batata yacon
nao seja consumida imediatamente, apds a colheita € necessario um tratamento
especifico para inativar as enzimas responsaveis por esse escurecimento
(VALLENTOVA; ULRICHOVA, 2003).

No Brasil, o cultivo da batata yacon se destaca nos cinturdes verdes de Sao
Paulo, e cresce motivado pela facilidade de adaptagédo da batata ao solo. O cultivo
brasileiro foi introduzido por volta de 1989, por japoneses imigrantes, que utilizavam
as folhas e raizes da yacon na alimentagdo dos diabéticos (QUEIROZ et al., 2008;
MARANGONI, 2007).

A batata yacon pode ser consumida in natura, desidratada ou na forma de
infusdo de suas folhas e raizes, o que aumenta as possibilidades do seu consumo
em diferentes preparacbes e receitas. Apresenta também, caracteristicas
particulares como um agradavel sabor doce e, devido ao seu alto conteudo aquoso,
deixa a sensagéao refrescante depois de ser consumida in natura. Por essa razdo ¢é
também considerada fruta por comerciantes e consumidores (MALDONADO et al.,
2008).

As raizes de yacon tém chamado a atencdo de pesquisadores, visto que
apresentam uma composigao quimica peculiar, com quantidades apreciaveis de
frutooligossacarideos (FOS) (DA SILVA et al., 2006).

Os FOS sao formados por moléculas de sacarose e frutose, nas quais uma ou
duas outras unidades de frutose s&do unidas por ligagcdes B(2—1) a molécula de
frutose da sacarose (FAGUNDES; COSTA, 2003) (Figura 2). E classificado com um
frutano assim como a inulina, porém a diferenca entre eles estd no numero de
moléculas de frutose que compdem essas cadeias. A inulina tem de 2 a 60 cadeias,
enquanto os FOS possuem de 2 a 10 cadeias (NINESS, 1999).

13
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Figura 2. Estrutura quimica dos principais frutooligossacarideos que se diferenciam apenas pelo
numero de moléculas de frutose: (A) kestose, (B) nistose e (C) frutofuranosil nistose.
Adaptado de PASSOS e PARK, 2003.

A biossintese ocorre amplamente na natureza e sdo componentes de origem
vegetal, mas também podem ser obtidos industrialmente por reagbes enzimaticas
induzidas (BORGES, 2001; MOSCATTO; HAULY, 2002; SPIEGEL; ROSE;
KARABEL, 1994). Os FOS industrialmente produzidos s&o caros, custando em
média cerca de U$0,20 por grama (PASSOS, PARK, 2003).

Os frutooligossacarideos apresentam cadeias curtas e sao muito
higroscopicos. Sua higroscocopicidade € superior a da sacarose. Sao fibras
estaveis, capazes de suportar temperatura superior a 140°C e ainda pH acima de 3.
A solubilidade atingida na agua a 25°C é de 80%, sendo soluvel em etanol a 80%
(BORNET, 1994; SILVA et al., 2007). E ainda resistem a processos térmicos, como a
pasteurizagédo, ndo sao cariogénicos e nem deixam sabor residual (VAN LOO et al.,
1999).

Os FOS podem ser encontrados em vegetais tais como a alcachofra, raiz de

chicdria, cebola, alho, dalia, dente de ledo e banana, no entanto a quantidade
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encontrada nesses alimentos € pequena, exigindo um consumo elevado para obter o
efeito funcional esperado quando comparado a batata yacon (DA SILVA et al., 2006;
OLIVEIRA; NISHIMOTO, 2004; SANTOS; CANCADO, 2009).

O percentual de FOS encontrados na batata yacon representa em torno de
40% a 70% dos carboidratos na massa seca e sdo armazenados como reserva de
carboidratos na batata yacon, diferente de outras raizes que acumulam amido
(OLIVEIRA; NISHIMOTO, 2004; ROSA et al., 2009; SPIEGEL; ROSE; KARABELL,
1994).

No entanto quando se trata dos frutooligossacarideos na raiz da batata yacon
€ necessario um cuidado maior, pois estudos tém demonstrado que, logo apds a
colheita, é inciado rapidamente um processo de mudang¢a na composi¢ao quimica de
seus agucares, sendo os FOS hidrolisados em frutose, sacarose e glicose. Apos
uma semana de armazenamente a temperatura ambiente, cerca de 30% dos FOS
podem ter sido convertidos em acgucares simples, no entanto, a velocidade dessa
conversao € mais lenta se o yacon é armazenado em temperaturas de refrigeragéao
ou ainda se houver um tratamento especifico para inibir essa degradacao (NARAI-
KANAYAMA; TOKITA; ASO, 2007; QUINTEROS, 2000; SANTANA; CARDOSO,
2008). Justamente por essa mudanca na composicao € que autores afirmam que a
batata yacon quando consumida tem apenas FOS e ndo mais inulina, pois a as
moléculas de inulina sdo as primeiras a serem degradadas em FOS para posterior
degradagao das moléculas de FOS (SANTANA; CARDOSO, 2008; SEMINARIO;
VALDERRAMA; MANRIQUE, 2003).

Os FOS apresentam cerca de um ter¢co do poder adogante da sacarose e néo
sdo caldricos. Baseada no balango da lipogénese, Roberfroid, (1993) conclui que o
valor caldrico dos FOS esta em torno de 1 kcal/g a 1,5 kcal/g. Pelo poder adocante e
baixo valor caldérico sdo chamados de agucares nao-convencionais.

Destaca-se que esses agucares tém grande resisténcia as enzimas salivares
e digestivas, pela sua configuragdo molecular, ndo sendo digeridas pelo organismo
humano, chegando ao intestino grosso intacto, podendo assim ser fermentado pelas
bactérias anaerobicas presentes no coléon, chamadas de bifidobactérias,
desempenhando um papel funcional no organismo (BURIGO et al., 2007; SILVA et
al., 2004).

Segundo a legislagao, para classificar um produto alimentar contendo FOS

como funcional, € necessario que a porgao do produto pronto para consumo tenha
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no minimo 3 g de FOS se for sdlido ou 1,5 g se o for liquido, valores que sao
facilmente atingidos quando se adiciona as formulagbes algum percentual da batata
yacon ou de seus derivados. Nesse sentido a industria alimenticia investe para
desenvolver produtos com a batata yacon ja que esta proporciona ao produto uma
palatabilidade agradavel pelo sabor doce e uma caracterizagdo como funcional,
ganhando destaque no mercado consumidor (BRASIL, 2008). Portanto além do
consumo natural, a batata pode ser utilizada como ingrediente em produtos como
bolos e barra de cereais, que além das propriedades promotoras da saude sao
alimentos com baixo valor calérico (MOSCATO; PRUDENCIO-FERREIRA; HAYLE,
2004; SILVA et al., 2004).

O fato do FOS n&o ser metabolizado pelo aparelho digestivo possibilita a
melhora do controle glicémico, ja que apresentam o efeito de fibras dietéticas,
controlando a velocidade de absorcao da glicose, evitando os picos glicémicos pos-
prandiais e ainda a curva glicémica diaria, confirmando mais um efeito benéfico a
saude humana, principalmente aos diabéticos (QUINTERQOS, 2000).

Pela expressiva concentragéo de frutooligossacarideos na batata yacon e seu
possivel potencial antidiabético, modelos experimentais de ratos diabéticos vém
sendo desenvolvidos na tentativa de avaliar a glicemia desses animais que
consomem esse tubérculo promissor.

Reis, Pardal e Baldissera (2006) investigaram o uso dos extratos foliares da
Yacon como coadjuvante no tratamento do diabetes em ratos diabéticos aloxanos
induzidos, e apontou-se um efeito controlador da glicemia sanguinea dos grupos de
ratos que consumiram o yacon.

Em outro estudo foi oferecida solugdo aquosa da raiz de yacon para ratos
diabéticos e nao diabéticos, machos e fémeas, a solugdo foi administrada por
gavagem em uma unica vez e o efeito hipoglicemiante da solugdo de yacon foi
verificada apenas nos grupos de animais diabéticos quando avaliados ambos os
sexos ou nos machos separadamente (OLIVEIRA, et al, 2009).

Volpato et al. (2007) também avaliaram o efeito do extrato aquoso de yacon
em ratas diabéticas e nao diabéticas, porém nao obtiveram diferengas significativas
relacionadas a glicemia, sugerindo utilizar doses maiores que 32,4mg/kg do extrato.

A oferta da farinha de yacon para ratos também foi avaliada em comparagao
a oferta do extrato de yacon, e concluiram que nao foi obtido o efeito hipoglicemiante

funcional tanto com a farinha quanto com o extrato do yacon, nas concentragdes
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testadas e nos modelos experimentais adotados. No entanto, as duas
apresentacdes foram capazes de causar uma variagao significativa na glicemia de
ratos diabéticos comparados aos ratos normais (PEREIRA et al., 2009).

O possivel efeito hipoglicemiante existente nas folhas de yacon ainda nao foi
identificado, mas sugere-se que esse efeito na raiz da yacon é resultante da agao
dos FOS no organismo (SEMINARIO; VALDERRAMA; MANRIQUE, 2003). No
entanto ainda nao existem estudos que fizeram o comparativo entre o possivel efeito
hipoglicemiante da farinha batata yacon comparado ao efeito dos FOS isolados para
tal confirmacgdo. Além disso, € possivel que a quantidade de FOS resultante seja
diferente apds os tratamentos (secagem para elaborar a farinha, extracdo da solugao
com posterior liofilizagdo, oferta do extrato aquoso sem liofilizar, entre outros).

Nessa perspectiva, o presente estudo teve o objetivo de avaliar o efeito da
farinha da batata yacon sobre o perfil glicémico, por meio de ensaio biolégico com

ratos diabéticos e nao diabéticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da farinha da batata yacon (Smallanthus sonchifolius) no perfil

glicémico de ratos ndo diabéticos e diabéticos induzidos por streptozotocina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Tratar a batata yacon para evitar o escurecimento enzimatico na elaboragao da

farinha.

Elaborar a farinha da batata yacon.

Caracterizar quimicamente a batata yacon in natura e sua farinha

Avaliar o efeito da farinha da batata sobre a evolugéo do peso corporal de ratos
normais e diabéticos.

Verificar o controle glicémico dos ratos normais e diabéticos nos diferentes

tratamentos durante o ensaio bioldgico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZAGCAO DO ESTUDO

O estudo foi desenvolvido em duas etapas distintas. A primeira etapa
realizou-se um estudo descritivo constituido pela elaboragdo da farinha de yacon,
analise quimica e determinacédo da composigao centesimal da batata yacon in natura
e da farinha elaborada. Na segunda etapa desenvolveu-se um estudo do tipo

experimental, em modelo animal.

3.2 PROCESSAMENTO DA FARINHA DE YACON

As batatas yacon foram adquiridas na Central de Abastecimento do Estado de
Goias (CEASA —GO) oriundas de um lote especifico de Botucatu (Sao Paulo).

Para o tratamento do escurecimento enzimatico do yacon, foi utilizado o
bissulfito de sdédio como agente inibidor (PEREIRA et al., 2009; RIBEIRO, 2008). A
quantidade utilizada de bissulfito no tratamento foi de 0,2% diluido em agua para
salmoura e n&o adicionada diretamente no alimento, quantidade aceita na industria

alimenticia sem causar riscos a saude (POTTER, 1978).

O fluxograma de processo para a elaboragdo da farinha esta mostrado na

Figura 1.
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Yacon in natura

A 4

Lavagem e sanitizagao em solugao clorada
a 200ppm por 10 min.

\ 4

Descascamento manual em agua
corrente

v

Fatiamento em laminas de 0,3 cm de
espessura

v

Imersao em solucgéo de bissulfito
de sédio 0,2% por 30 min.

!

Distribuicdo das laminas em bandejas de inox e secagem em estufa
a 55°C por 48 horas

!

Trituracao e obtencao da farinha

Figura 3. Fluxograma de obtengéo da farinha de yacon.

Apos todo o procedimento de secagem as fatias da batata foram trituradas em
microprocessador para a obtencdo da farinha. Esta foi pesada, envasada em
sacolas plasticas de polipropileno e mantida sob refrigeracao até o momento da

elaboracao da farinha da batata yacon.

3.3 ANALISES QUIMICAS

A composi¢ao quimica da batata yacon foi determinada em triplicata, por meio
das analises de umidade em estufa de esterilizacdo a 105°C até obtencédo de peso
constante (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005); nitrogénio total, segundo o método
de micro-kjeldahl e conversdo em proteina bruta utilizando-se o fator 6,25 (AOAC,
1990); lipidios totais, extraidos por meio da técnica de Bligh e Dyer (1959) e
posteriormente determinados por gravimetria; fibra alimentar total, soluvel e
insoluvel, conforme técnica enzimatica-gravimétrica descrita por Prosky et al. (1988)
e residuo mineral fixo (cinzas), por incineracédo em mufla a 550°C (AOAC, 1990). Os
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carboidratos totais foram determinados pelo método fenol sulfurico (DUBOIS et
al.,1956). As analises foram realizadas no Laboratério de Quimica e Bioquimica de
Alimentos da Faculdade de Farmacia da UFG, exceto as analises de fibra alimentar,
que foram realizadas no Laboratorio de Pesquisa e Consultoria (LABM, Belo
Horizonte). A partir dos dados da composi¢cao centesimal, foram estimados o valor
energético (caldérico) das amostras, considerando-se os fatores de conversdo de
Atwater de 4, 4 e 9 para proteina, carboidrato e lipidio, respectivamente (MERRIL;
WATT, 1973).

Essa determinacgao foi realizada, pois era necessario saber a composicao da
farinha da batata yacon para elaborar as dietas do ensaio bioldgico, além da
importancia em caracterizar a batata yacon in natura confirmando as caracateristicas

peculiares deste tubérculo (Tabela 1).

3.4 AVALIAGAO BIOLOGICA

3.4.1 Animais

Para a realizagdo do ensaio biolégico foram utilizados 88 ratos machos,
albinos, da linhagem Wistar, adultos, com pesos entre 150 e 250g. Os ratos foram
fornecidos pela BIOAGRI laboratérios (Planaltina-DF).

A distribuicdo dos animais foi feita inicialmente em dois grandes grupos,
aleatoriamente, segundo delineamento por blocos casualizados, sendo um grupo de
56 animais que foram induzidos a diabetes e o outro grupo com 32 animais nao
diabéticos. O grupo de ratos ndo diabéticos foi novamente distribuido em quatro
subgrupos (yacon, FOS, celulose e padrdo), enquanto que o grupo diabético so foi
distribuido nesses subgrupos apds a indugéo e confirmagao do diabetes (para nova
distribuigao aleatéria por glicemia).

Calculou-se inicialmente um valor aproximado de 57% de margem de
seguranga para possiveis perdas dos animais que seriam induzidos a diabetes (ratos
que nao se tornam diabéticos, ou que morrem apés a administragdo da droga), o
que justifica uma amostra inicial maior para o grupo dos animais induzidos a
diabetes (n=56) (LERCO et al.,2003).

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de ag¢o galvanizado durante
38 dias, sob condicbes ambientais padronizadas, ciclo de luz 12 h claro e 12 h

escuro, temperatura média de 20° C e umidade média de 60%, com trocas de ar
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frequentes. A agua destilada foi oferecida ad libitum. O consumo de dieta foi
monitorado trés vezes por semana, e 0 peso dos animais, uma vez por semana.

O ensaio bioldgico foi conduzido no Laboratério de Nutrigdo Experimental
(LANUTE) da Faculdade de Nutricdo da Universidade Federal de Goias (UFG).
Todos os procedimentos com os animais foram realizados de acordo com os
principios éticos preconizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdao Animal
(COBEA) (DE LUCA et al.,, 1990), e o protocolo experimental foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica da Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagdo da
UFG (Protocolo n° 126/10) (ANEXO A).

3.4.2 Dietas

As dietas (tratamentos) foram formuladas de acordo com a recomendagao do
American Institute of Nutrition para manutengdo de animais adultos (AIN-93M)
(REEVES; NIELSEM; FAHEY JUNIOR, 1993).

Os ingredientes da dieta foram adquiridos da Rhoster Industria e Comeércio
Ltda. e os frutooligossacarideos isolados foram doados pelo laboratério SKL
Functional Nutrition Ltda (ANEXO B). Pesou-se esses ingredientes em ordem
crescente de peso em balanca eletrénica (GEHAKA, BF 8000), e em seguida, foram
homogeneizados e peneirados, o 6leo foi acrescentado por ultimo, e a mistura
peneirada por mais cinco vezes para homogeneizagao adequada. As dietas foram
elaboradas em duas etapas ao longo do ensaio, colocadas em sacos de
polipropileno, etiquetadas e armazenadas sob refrigeracao.

Foram elaboradas quatro dietas diferentes (Tabela 2). Todas as dietas tinham
o minimo recomendado de 5% de fibra (celulose) para manutengao de ratos adultos.

Na dieta Yacon foi adicionado 18,75 g de farinha da batata, o que oferecia
aproximadamente 6 gramas de FOS ja que estudos relatam que 40% dos
carboidratos da batata sédo frutooligossacarideos (OLIVEIRA; NISHIMOTO, 2004).
Se o valor de carboidrato na farinha foi de 83,309, espera-se que 33,32g sejam de
frutooligossacarideos.

Na dieta FOS® adicionou-se 6g de FOS® isolado (1 saché de 6 gramas) e na
dieta controle celulose adicionou-se 6g de celulose. Ndo houve acréscimos para

dieta padrao.
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Esse acréscimo de 6% a mais de fibras caracteriza as dietas estudadas como
ricas em fibras e foi determinado como um valor superior ao recomendado por
estudos realizados que afirmam que no tocante a dose bifidogénica de FOS, cerca
de 4 g/100g do alimento consumido seriam suficientes para um adulto (FERNANDEZ
et al., 2002; REEVES; NIELSEN; FAHEY JUNIOR, 1993; ROBERFROID; VAN LOO;
GIBSON, 1998).

Tabela 2. Composicdo das dietas experimentais (g.100g™" de dieta).

Dieta”
Componente’ Yacon FOS® Controle  Padrao
celulose
Farinha de yacon 18,75 - - -
FOS® - 6,00 - -
Oleo de soja 4,00 4,00 4,00 4,00
Celulose 5,00 5,00 11,00 5,00
Mistura salina 3,50 3,50 3,50 3,50
Mistura vitaminica 1,00 1,00 1,00 1,00
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
L-cistina 1,80 1,80 1,80 1,80
Caseina 14,00 14,00 14,00 14,00
Amido de milho 53,30 64,45 64,45 70,45

"Segundo Reeves, Nielsen e Fahey Junior (1993).

% Yacon: quantidade de farinha equivalente a 6 g de frutooligossacarideos; FOS®: adicionado 6 g
puro/ 1 saché; Controle celulose: adicionado 6g de celulose e Padrdo: sem acréscimo de fibras.

3.4.3 Ensaio bioldégico

3.4.3.1 Adaptacgéo dos animais

Os animais foram mantidos por um periodo de trés dias de adaptagdo ao
biotério e sete dias de adaptacéo a dieta, apds a indugao do diabetes sob condi¢des
ambientais padronizadas. A agua foi oferecida ad libitum.

3.4.3.2 Inducédo do diabetes

Neste estudo, foi utilizada streptozotocina (STZ), também conhecida como
estreptozocina, um glicosideo natural isolado do Streptomyces achoromogenes. A
droga foi administrada pela veia da cauda, diluida em solugdo tampao de citrato de
sodio (pH=4,5; 0,01M) com a concentragao de 40mg/kg de peso corporal do animal.
Foi administrada apds 24 horas de jejum dos animais (Apéndice A).
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3.4.3.3 Periodo de diabetogénese

A indugédo do diabetes foi feita em 56 animais que haviam sido randomizados
anteriormente, sendo a confirmacao do diabetes feita apds trés dias da indugao poor
meio da dosagem da glicemia de jejum. Animais com glicemia de jejum acima de
200mg/dL foram selecionados para o ensaio € novamente distribuidos em quatro
grupos, de acordo com os valores da glicemia de jejum. Os animais com glicemia
abaixo desse valor foram excluidos do estudo. A glicemia foi determinada pelo
aparelho Accu-Check Advantage Il com fitas glicotestes e as coletas do sangue

foram realizadas sempre pela manha, apés jejum de 12 horas.

3.4.3.4 Tratamento
Os animais foram distribuidos inicialmente em dois grupos (diabéticos e nao

diabéticos) e subdivididos em oito grupos com oito ratos cada (Figura 4).

Jejum de 24
88 ratos horas antes
da
administragao
da STZ

Confirmagéo da
DM apo6s 3 dias

Nao de indugéo
diabético Diabético (animais com
n=32 n=56 glicemia abaixo
de 200mg/dL
foram excluidos)
| 1 1 | | 1 1 |
N )\ N
Yacon FOS Controle Padrao Yacon FOS Controle Padrao
n=8 n=8 n=8 n=8 n=38 n=38 n=8 n=8
J J J

Figura 4. Distribuicdo dos animais por tratamento.

As quatro dietas elaboradas foram oferecidas tanto para o grupo diabético
quanto para o grupo nao diabético. Os animais foram tratados por um periodo total
de 35 dias sendo sete dias de adaptacao a dieta oferecida e 28 dias de tratamento.

Os animais foram pesados semanalmente e a glicemia analisada uma vez por
semana durante todo o periodo de tratamento. Foram também avaliados sinais
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clinicos da doenga durante todo o experimento, tais como microcomplicagdes
sanguineas (circulagao periférica, cor da cauda), poliuria e polidipsia. E o consumo

de racao foi avaliado a cada dois dias.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para analise da evolugédo dos valores de glicemia, peso dos animais e resto
ingesta utilizou-se o seguinte modelo de efeitos mistos com matrix de variancia e
covariancia com estrutura Toeplitz, sendo que os residuos possuam distribuicdo

gaussiana:

Ve = H+ &; +bh[j 4_‘7//( "*’(057)% +5.h +(é:a)hi +(@/)€k + () ) i + &
Onde y,, sao as variaveis peso, glicemia e resto ingesta na coleta semanal

k, sobre 0 J-ésimo rato, do grupo i na dieta h;
U+a +y, +(ay), +9,+(x), + (), +(oay),, € a media do peso, da glicemia e

do resto ingesta dieta h, grupo i, na coleta semanal k; b,. é o efeito aleatério

hij
associado com o rato j na dieta h, no grupo i, N(0,o;) ; €, € 0 erro aleatorio

associado com o rato j, da dieta h, do grupo /i, na coleta semanal k, com matrix de
variancia e covariancia com estrutura irrestrita.

A andlise do modelo de efeitos mistos foi realizada no software SAS
(Statistical Analysis System) 9.2 for Windows. Para efeito de analise usou-se um

nivel de significancia de 5 %.
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B. Resumo e Descritores

O diabetes mellitus é uma disfungdo metabdlica que leva a perda importante
na qualidade de vida quando ndo controlada. Nos ultimos anos, houve um aumento
na busca por produtos naturais para fins terapéuticos como uma terapia complementar.
Dentre esses alimentos naturais, destacam-se os alimentos funcionais como a
batata yacon (Smallanthus sonchifolius) com grandes quantidades de
frutooligossacarideos. Nessa perspectiva de avaliar o efeito das propriedades da
yacon sobre o perfil glicémico, realizou-se um ensaio bioldgico. Foi conduzido um
estudo experimental com ratos, nao diabéticos e diabéticos induzidos por
estreptozotocina. Houve diferenca significativa da glicemia observada nos ratos
diabéticos entre as dietas oferecidas podendo indicar que o tuberculo tem efeito
hipoglicemiante, e que esse efeito, ao se tratar da raiz e ndo da folhas, pode ser

justificado pela quantidade disponivel de FOS que possibilita o controle glicemico.

Descritores: Estreptozocina, Diabetes mellitus, glicemia.
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C. Abstract

Diabetes mellitus is a metabolic disorder that leads to significant loss in quality of life
if not controlled. In recent years there has been an increasing search for natural
products for therapeutic purposes as a complementary therapy. Among these natural
foods are highlighted functional foods such as potatoes yacon (Smallanthus
sonchifolius) with large amounts of fructooligosaccharides. This perspective to
evaluate the effect of the properties of yacon on the glycemic profile, there was a
biological assay. An experimental study was conducted with rats, nondiabetic and
diabetic induced by streptozotocin. There were significant differences in blood
glucose in diabetic rats observed between the offered diets may indicate that the
tubers have hypoglycemic effect, and that this effect, when dealing with the root and
not the leaves, can be justified by the available quantity of FOS allows controlling
glycemic .

Keywords: Streptozocin, Diabetes Mellitus, Experimental, Blood Glucose.
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D. Texto Completo

l. Introdugao

O diabetes mellitus € uma disfungcdo metabdlica de multipla etiologia,
caracterizada por hiperglicemia crénica, resultante da deficiéncia na secregcédo de
insulina, na acdo da insulina ou em ambas. E uma doenca crénica ndo transmissivel
de alta morbi-mortalidade, com perda importante na qualidade de vida (1).

Em paises em desenvolvimento como o Brasil, foi previsto aumento na
prevaléncia de diabetes de 170%, no periodo de 1995 a 2025 (2). E uma doenca
considerada problema de saude publica e onerosa do ponto de vista social e
econdmico.

Nos ultimos anos, houve um aumento na busca por produtos naturais com
fins terapéuticos para complementar a agdao dos medicamentos utilizados no
tratamento do diabetes. Nesse sentido estudos demonstram que extratos obtidos a
partir de plantas sdo eficazes na redugdao da glicemia, causando menos efeitos
colaterais e com custos mais baixos que os medicamentos habituais antidiabéticos
(3, 4). Dentre esses alimentos, destaca-se a batata yacon, de origem Andina e ainda
pouco conhecida no Brasil, mas que tem sido estudada por diferentes autores
evidenciando seu potencial para o controle glicémico.

O potencial hipoglicemiante da batata se deve ao elevado teor de
frutooligossacarideos (FOS). Os FOS séo classificados quimicamente como frutanos
mas atuam como fibra dietética ja que nao sdo degradados pelas enzimas digestivas
podendo ser fermentado pelas bactérias anaerdbicas presentes no colén, chamadas
de bifidobactérias, desempenhando um papel funcional no organismo e auxiliando

no controle glicémico (5, 6,7, 8).
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Pela expressiva concentragéo de frutooligossacarideos na batata yacon e seu
possivel potencial antidiabético, modelos experimentais de ratos diabéticos tem sido
utilizados na tentativa de avaliar o controle glicemico d esse tubérculo promissor.

Estudo realizado com ratos diabético aloxanos induzidos investigaram o uso
dos extratos foliares da Yacon como coadjuvante no tratamento do diabetes e
obtiveram um efeito controlador da glicemia sanguinea dos grupos de ratos que
consumiram o yacon (9).

Outros pesquisadores também avaliaram o efeito da yacon em animais
diabéticos e n&o diabéticos, porém n&o obtiveram diferencas significativas
relacionadas a glicemia (4,10,11).

Estudos que utilizaram as folhas do tubérculo ndo identificaram o componente
responsavel pelo possivel efeito hipoglicemiante enquanto que esse efeito da raiz da
yacon é resultante da acdo dos FOS no organismo (12). No entanto ainda né&o
existem estudos que avaliaram o possivel efeito hipoglicemiante da farinha batata
yacon comparado ao efeito dos FOS isolados para tal confirmagéo. Além disso, é
possivel que a quantidade de FOS resultante seja diferente apos os tratamentos
(secagem para elaborar a farinha, extragdo da solugdo com posterior liofilizagao,
oferta do extrato aquoso sem liofilizar, entre outros).

Nessa perspectiva, o presente estudo teve o objetivo de avaliar o efeito da
farinha da batata yacon sobre o perfil glicémico, por meio de ensaio biolégico com

ratos diabéticos e ndo diabéticos.

Il. Métodos

Trata-se de um estudo experimental em modelo animal, conduzido com 64 ratos

Wistar, machos e adultos, com peso entre 150 e 250g. Na primeira etapa do estudo
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foi feita a caracterizagdo quimica da batata yacon in natura e de sua farinha. Na
segunda etapa foram oferecidas quatro tipos de dietas com composicao diferentes
para quatro grupos de ratos diabéticos, e as mesmas dietas para outros quatro
grupos de ratos nao diabéticos.

Para o desenvolvimento da farinha de yacon foi estabelecido um fluxograma
de processo (Figura 1). Inicialmente o yacon in natura foi lavado em agua corrente e
sanitizado em solugao clorada 200ppm por 10 minutos. O descascamento da batata
foi manual em agua corrente e o fatiamento das raizes em lédminas de 0,3cm de
espessura aproximadamente. Depois de fatiadas as laminas forma imersas em
solugdo de bissulfito de sédio 0,2% por 24 horas. Em seguida, submetidas a
secagem em estufa com recirculagado de ar a 55°C por 48 horas, devido ao elevado
teor de umidade. Posteriormente foram trituradas em microprocessador para a
obtencao da farinha. Esta foi pesada, envasada em sacolas plasticas e mantida sob
refrigeragao.

No ensaio experimental, a distribuicdo dos animais foi feita de forma aleatéria
e randomizada em dois grupos iniciais (diabéticos e nao diabéticos) e subdivididos
em oito grupos (yacon, FOS, celulose e padrdo) com oito ratos em cada (Figura 2).

A indugao do diabetes tipo Il, foi feita utilizando a droga estreptozotocina, na
concentracdo de 40mg/kg de peso corporal diluida em solugéo tampéo de citrato de
sédio (pH= 4,5; 0,01M) e administrada na veia da cauda dos animais dos quatro
grupos diabéticos. A inducao foi realizada apds jejum de 24 horas. A confirmagao
do diabetes aconteceu trés dias depois da indugao apos jejum de 12 horas, com a
analise de uma gota de sangue da cauda do animal. Os animais com glicemia
abaixo de 200mg/dL foram excluidos do estudo. A glicemia foi analisada por

aparelho Accu-Check Advantage Il com fitas glicotestes.
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O ensaio bioldgico foi desenvolvido por um periodo de 35 dias. Sendo que
desses sete dias de adaptacao e 28 dias de tratamento. O ensaio foi conduzido com
a oferta de quatro tipos de dietas diferentes entre si de acordo com o subgrupo
(yacon, FOS, controle e padrao) tanto para os animais diabéticos quanto para os
nao diabéticos (Tabela 1).

As dietas oferecidas foram elaboradas de acordo com a recomendagao da
AIN-93M (15) e modificadas em relacdo ao teor de fibras. A dieta yacon foi
elaborada com 18,759 de farinha da batata yacon o que equivale a
aproximadamente 6g de FOS. Ja que alguns estudos afirmam que de 40 a 70% dos
carboidratos do tubérculo sdo FOS (9, 10) e que na farinha utilizada foi encontrado
um valor de aproximadamente 83,30g de carboidratos em 100g da farinha segundo
analise pelo método fenol sulfurico (13). As dietas dos grupos FOS (diabéticos e nédo
diabéticos) receberam acréscimo de 6g de FOS® isolado. As dietas dos grupos
controle foram acrescidas de 6g de celulose e nas dietas dos grupos padrao nao se
acrescentou fibras. Ressaltando que todas as dietas tinham em comum os 5% de
celulose recomendadas pela AIN — 93M.

Para elaborar a farinha foi feito um tratamento com 0,2% de bissulfito de s6dio
para inibir o escurecimento enzimatico do yacon. Apds todo o procedimento de
secagem as fatias da batata foram trituradas em microprocessador para a obtengéo
da farinha que foi utilizada na elaborac&o das dietas yacon (Figura 1).

Todos os procedimentos com os animais foram realizados de acordo com os
principios éticos preconizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdao Animal
(COBEA) (14), e o protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica da Pré-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacdo da Universidade Federal de

Goias (Protocolo n° 126/10).
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Os animais foram pesados semanalmente e a glicemia analisada uma vez por
semana durante todo o periodo de tratamento. Foram também identificados sinais
clinicos da doenga durante todo o experimento, tais como microcomplicagcbes
sanguineas (circulagao periférica, cor da cauda), poliuria e polidipsia. E o consumo
de racao foi avaliado a cada dois dias.

Para analise estatistica dos dados utilizou-se o modelo de efeitos mistos com
matrix de variancia e covariancia com estrutura Toeplitz:
Ve =M+, +by +y, +(ay), +0, +(x),, +(F)y +(ay),, +&,. Onde y,. sdo as
variaveis peso, glicemia e resto ingesta na coleta semanal k, sobre o j-ésimo rato,
do grupo i, nadieta h; u+a, +y, +(ay), +9, +(x),, + (), +(Say),, € a mediado
€o

peso, da glicemia e do resto ingesta dieta h, grupo /, na coleta semanal k; b,

efeito aleatdrio associado com o rato j na dieta h, no grupo i, N(0,5;) ; i © O erro

aleatdrio associado com o rato j, da dieta h, do grupo /i, na coleta semanal k, com
matrix de variancia e covaridncia com estrutura irrestrita. A analise do modelo de
efeitos mistos foi realizada no software SAS (Statistical Analysis System) 9.2 for

Windows. Para efeito de analise usou-se um nivel de significancia de 5 %.
lll. Resultados

A batata yacon in natura possui elevado conteudo de umidade e baixas
concentragdes de lipideos e proteinas (Tabela 1). O valor energético total observado
foi de 47,24 kcal/100g na batata in natura e de 361,16 kcal/100g da farinha.

Verificou-se apdés o experimento que as glicemias médias nao diferem
estatisticamente entre si ao longo das semanas avaliadas para os grupos nao

diabéticos, independente da dieta oferecida (p = 0,9893) (Figura 3).
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No entanto observou-se que no grupo diabético, ao longo das cinco semanas,
houve diferengca estatistica entre as médias de glicemia das diferentes dietas
oferecidas. @ Os ratos diabéticos que foram alimentados com dieta yacon
apresentaram em meédia 179,55 ml/dl a menos na glicemia quando comparados com
os ratos alimentados com as outras trés dietas (p < 0,001) (Figura 4).

Verifica-se que a partir da terceira semana, o comportamento glicemico dos
animais comega a se diferenciar bastante entre as dietas, indicando que os valores
de glicemia dos que receberam dieta com yacon foram melhor controlados
comparada a glicemia dos animais que receberam dieta com FOS, que por sua vez
teve maior controle comparado a dieta padréo e celulose (p<0,05).

Em relagdo aos parametros clinicos, observaram-se variagdes entre o grupo
diabético e ndo diabético, embora a quantificagdo destes ndo tenha sido realizada
durante o experimento. A agua dos bebedouros dos animais diabéticos foi trocada
cinco vezes na semana enquanto que a dos nao diabéticos foi trocada apenas duas
vezes. Os animais diabéticos mantiveram-se apaticos, com maiores alteracdes de
pelagem e problemas de circulagdo periférica (ponta da cauda escurecida).
Observou-se ainda, durante a limpeza rotina dos gaioleiros para avaliagdo de
consumo alimentar, que a urina dos animais diabéticos tinha um odor forte e acido e
o volume era maior.

Quanto a evolugao ponderal dos ratos durante o experimento, observou-se
que o ganho de peso dos animais indica diferenca estatistica a partir da terceira
semana nos grupos nao diabéticos, com menor ganho de peso dos animais que
receberam a dieta com yacon (p = 0, 0042, 0,0316 e 0, 0327, para terceira, quarta e
quinta semana respectivamente) (Figura 5). Quando comparado o ganho de peso

desses animais néo diabéticos com dieta yacon e FOS, observou-se que os ratos
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que foram alimentados com dieta FOS apresentaram em média 26,08g a mais no
peso quando comparados com os ratos alimentados com dieta yacon. No entanto no
grupo diabético, os pesos meédios dos animais ndo diferem estatisticamente entre si
(p = 0,2109), ao longo das semanas avaliadas, independente das dietas oferecidas
(Figura 6).

Quanto a evolugdo do peso de uma forma geral, os grupos nao diabéticos
apresentam pesos meédios estatisticamente superiores comparados aos grupos
diabéticos, em todas as semanas avaliadas (p<0,0001), uma vez que 0s animais
sofreram influéncia das altera¢cées metabolicas da doenga (Figura 7).

A oferta de racdo em quantidade igual para todos os grupos impossibilitou a
avaliacdo da polifagia dos animais. No entanto, foi possivel detectar uma menor
ingestdo diaria de ragdo com farinha da batata yacon comparada aos demais
grupos, tanto para o grupo diabético quanto para o grupo nao diabético. Ao longo
das cinco semanas, aqueles ratos diabéticos que foram alimentados com dieta com
farinha de yacon consumiram em média 36,08g a menos de dieta quando
comparados aos animais alimentados com as outras trés dietas (p< 0,0001) (Figura
8). No grupo ndo diabético, essa meédia foi de 26,50g a menos de consumo da dieta
com yacon comparados com as demais (p<0,0001) (Figura 9).

Ao avaliar a média de ingestdo por semana separadamente das dietas foi
possivel observar que ndo houve uma variagao significativa, ou seja, a taxa de

mudanc¢a ndo se alterou ao longo do periodo analisado (p = 0,7364).

IV. Discussao
O valor de umidade elevado da batata yacon in natura ja era esperado pelas

suas caracteristicas sensoriais no que se refere a suculéncia e refrescancia. Valores
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semelhantes foram encontrados, na raiz seca de yacon, sendo 87,52% de umidade
(10). Em outro estudo sobre a composi¢do quimica da batata yacon, constatou-se
valores de 85,93% de umidade; 0,23% de lipideos; 0,61% de proteinas; 0,5% de
cinzas e 12,27% de carboidratos (11), sendo estes valores similares aos
encontrados no presente estudo.

O valor de umidade da farinha da batata yacon esta de acordo com a
legislacdo vigente (12), que estabelece um valor menor que 15g de umidade/100g
para farinaceos. Valores semelhantes foram encontrados em um estudo que utilizou
estufa a 55°C e obtiveram um valor de 4,37% de umidade (15). O que indica que o
tempo de secagem e a temperatura determinam a umidade final da farinha. Uma
explicagdo significativa quando comparada a outro estudo (16) que utilizou a
temperatura de 40°C e teve umidade de 6,80%. E ainda 0,97% de lipideos; 3,47%
de proteinas; 12,20% de fibras e 2,93% de cinzas.

O valor de fibras encontrados neste trabalho (19%) foi superior ao encontrado
em outro trabalho (17) que foi de 9,12% e superior também ao valor de 12,2% (16).
No entanto foi semelhante aos valores encontrados de 20,9% (13).

A quantidade de frutooligossacarideos encontrada na farinha foi semelhante a
outros estudos que afirmam ser aproximadamente de 40% dos carboidratos (17).
Destaca-se que as diferencas nos plantios nao interferem na composicdo dos
frutooligossacarideos (6), pois nédo se encontrou diferenga significativa nos
conteudos de carboidratos presentes em raizes cultivadas no Brasil e na Bolivia. No
entanto o tempo de colheita e armazenamento pode influenciar nas reservas de
frutooligossacarideos da batata yacon. Estudo relata que obteve um teor de 10,1%
de FOS em yacon recém-colhida apds 8 dias de exposi¢céo ao sol (11). Esse valor é

muito inferior ao encontrado neste estudo, que nio teve a batata exposta ao sol.
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A batata yacon é pouco caldrica como apresentado neste trabalho. Outros
estudos confirmam o fato, com o valor de 54kcal/100g da batata in natura (17). Ao
compara-la com outros tubérculos como a batata doce (lpomoea batatas L.)
(116kcal/100g) ainda teve um valor caldrico inferior mas se aproxima da batata doce
quanto ao sabor ja que os FOS apresentam cerca de um tergco do poder adogante da
sacarose (5).

O diabetes é uma sindrome crbnica e esta associado a altos indices
glicémicos principalmente quando n&o controlada. No tratamento dessa doenga é
necessario um controle alimentar preferencialmente com o consumo de alimentos
que possam auxiliar no controle desses indices glicemicos (18). Dieta com alto teor
de fibra alimentar tem resultado positivos para saude, principalmente as soluveis que
controlando a velocidade de absorgdo de glicose com o aumento do tempo de
transito intestinal retardando o esvaziamento gastrico (19). E os
frutooligossacarideos presentes na batata yacon sio frutanos que por ndo serem
digeridos funcionam como fibra alimentar soluvel (12).

Os resultados encontrados nesse estudo sugerem que a dieta yacon teve
melhor controle glicemico comparado a dieta FOS que por sua vez teve melhor
controle comparado a dieta padrao e celulose nos grupos diabéticos indicando que o
FOS reduz a absorgéo de glicose (Figura 4). Possivelmente, essa redugao acontece
pelo mesmo mecanismo das fibras soluveis que formam um gel no lumen intestinal
além de aumentarem a produgdo de mucina, que atua como uma barreira de
controle a absorcéo de glicose (20).

Outro fator importante para o controle glicemico é a nao digestibilidade do
FOS, pois ele chega quase que integralmente ao intestino, sendo fermentados e

produzindo acidos graxos de cadeia curta (acetato, butirato e propionato). Esses
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acidos tém efeito direto no metabolismo de carboidratos, pois s&o potentes
estimuladores da secrecdo de GLP-1, que por sua vez estimula o pancreas a
produzir mais insulina e ainda atuam diretamente na saciedade e subsequente
reducdo na ingestao (21,22).

Entre varios dos mecanismos de controle glicémico na tentativa de normalizar
as alteragbes destaca-se também o aumento na captacdo de glicose pelos tecidos
periféricos (musculos e tecidos adiposos), sendo o FOS, nesse caso, um dos
responsaveis por esse estimulo. Ocorre também uma inibicdo da reabsorcdo de
glicose pelos rins, com o intuito de aumentar a eliminacdo de glicose pela urina
(21,23).

No presente estudo foi possivel observar também uma maior diferenciacéo
entre as médias glicemicas a partir da terceira semana de experimento, sugerindo
que o controle glicemico € melhor avaliado quando realizado um tratamento a longo
prazo. Aybar et al. (23), realizaram um ensaio biolégico com modelos de diabetes
aguda e crbnica e observaram que ndo houve diferenga significativa entre os dois
grupos quando comparados a glicemia final com a glicemia incial na fase aguda,
porém observou-se uma reducao de 6,02% da glicemia comparando o grupo tratado
e o0 grupo controle, no entanto no experimento crbnico foi possivel observar a
diferenga estatistica com uma diminuicdo na glicemia de 13,9%.

Como o diabetes € uma doenga crbnica, cujas manifestagbes patoldgicas
sobre os rins, retina e vasos estao nitidamente relacionadas ao tempo de exposi¢cao
do hospedeiro e as anormalidades metabdlicas causadas pela doenca, um
seguimento em longo prazo dos animais pode ser mais eficiente, tal qual foi
demonstrado em um ensaio biolégico desenvolvido por 12 meses, indicando a

capacidade dos animais resistirem a doengca por um periodo de tempo maior
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possibilitando uma analise das variaveis mais detalhada e fidedigna da doenca
nesse periodo (24).

Além disso, Kolbye (25), em revisdo sobre o assunto, concluiram que ndo ha
razao para admitir-se a inulina ou ao FOS e seus metabolitos quaisquer efeitos
toxico tanto quanto ao tempo ou quantidade. Ao contrario, ressaltam os efeitos
benéficos destes no metabolismo.

No experimento realizado, os animais diabéticos alimentados com dieta yacon
obtiveram um melhor controle glicémico comparados aos que foram alimentados
com a dieta FOS, como ja relatado anteriormente (Figura 4). Essa diferenca da
yacon e do FOS néo era esperada ja que a quantidade de FOS nas duas dietas € a
mesma, porém estudos mostram que os alimentos integrais oferecem mais protegao
contra doencas crénicas do que uma fibra isolada. Portanto, € possivel admitir esses
resultados em resposta a adicdo de fibra purificada a dieta que tem menor controle
glicémico quando comparada a um alimento integro (20,26). Além disso, admiti-se
que os calculos para quantificar os FOS da farinha da batata yacon foram baseados
em literatura e ndo analisados, 0 que pode ter subestimado a quantidade de FOS da
farinha.

O grupo controle com acréscimo de celulose ndo influenciou sobre os indices
glicémicos por se tratar de uma fibra insoluvel (27), assim como o grupo padrao que
nao teve acréscimo de fibras, resultados esses ja esperados.

Um dos poucos estudos ja realizados que utilizaram a oferta de farinha de
yacon, concluiram que nao foi obtido o efeito hipoglicemiante funcional do yacon
tanto com a farinha, nas concentragdes testadas (10% da farinha para elaborar a

racdo) e sugeriram ainda um novo estudo com uma maior dosagem de farinha,

46



condizendo com o estudo presente no qual foram adicionados 18,75% de farinha da
yacon a dieta (4).

Nos animais n&o diabéticos os diferentes tratamentos nao influenciaram na
diminuicdo da glicemia e mantiveram uma meédia glicémica dentro dos niveis de
normalidade durante todo o experimento, os mesmos relatos foram feitos por Genta
et al.,(28) (Figura 3). Outro estudo realizado apenas com animais fémeas, verificou
que também nado houve diferenga estatistica entre a glicemia inicial e final das ratas
nao diabéticas tratadas com extrato aquoso das folhas de yacon comparando-se as
ratas n&o tratadas com esse extrato (11).

As alteragcbes clinicas dos animais quanto a maior ingestdo hidrica nos
diabéticos sdo explicadas, pois caracteriza um dos possiveis sintomas da doenca
que é a polidipsia. Essa maior ingestdo de agua também foi obervada em estudo
realizado por Volpato et al. (11) em que as ratas diabéticas consumiram um volume
maior (ndo quantificado) quando comparadas as ratas do grupo nao diabeticos.

Provavelmente essas observagdes justificam-se, pois para que a glicose seja
eliminada na urina como um dos mecanismos de adptagao e de controle da glicemia
ha necessidade de ingestdo de grandes volumes de liquido (dai a diurese exagerada
também observada nos animais diabéticos) o que gera sede intensa justificando a
maior troca de agua dos bebedouros dos animais (polidipsia). A desidratacao
intracelular causada pela hiperosmolaridade sanguinea, em razao de altos niveis de
glicose circulante é outro fator que vai aumentar a sede dos animais, pois essa
desidratacdo é percebida pelos osmorreceptores cerebrais, desencadeando sede
intensa (29-34).

As alteragbes fisicas observadas nos grupos diabéticos como apatia e

dificuldade de circulagédo sao justificadas pelas alteracées metabdlicas da diabetes.
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Por outro lado os grupos n&o diabéticos apresentaram-se, durante o experimento,
em bom estado geral, ativos, com apetite normal em conformidade com outros
trabalhos comparados aos grupos diabéticos (32,33).

Estudos relatam que os ratos tém fatores orossensoriais que predispéem ao
sabor doce o que teoricamente favoreceria 0 consumo da ragdo com yacon e FOS
dos animais (35). Porém a média do consumo da ragdo com batata yacon foi a
menor, 0 que possivelmente pode ser justificada pela saciedade que a fibra soluvel
oferece (19,26), apesar da quantidade de fibras da dieta yacon e FOS observou-se
menor consumo da dieta yacon, o que n&o era esperado.

A menor ingestdo de dieta dos grupos que receberam a dieta com batata
yacon refletiu no menor ganho de peso tanto para o grupo nao diabético quanto para
0 grupo diabético comparados aos demais grupos.

Os animais diabéticos em geral obtiveram um ganho de peso menor que os
nao diabéticos, o que pode ser justificada pelo uso das reservas lipidicas dos
animais diabéticos para obtencdo de energia, visto que ndo produzem insulina
suficiente para promover a metabolizacdo eficiente da glicose necessaria para a
demanda energética, ou seja, a diminui¢do da insulina reduz o processo anabdlico
acelerando o processo catabolico do organismo, contribuindo com o menor ganho
de peso (36). Esses resultados corroboram com os encontrados em um modelo
experimental em que os animais diabéticos apresentaram ganho de peso
significativamente menor em relacdo aos ratos normais (24). Observagdes
semelhantes foram encontradas no estudo de Oliveira et al.,, (10) entre ratos
diabéticos e nao diabeticos, porém essas diferengcas de pesos ndo foram
significativas quando comparadas por grupos de estudo (oferta de solugado de yacon

e o outro grupo oferta de agua).
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V. Conclusao

A farinha da batata yacon foi capaz de diminuir a média da glicemia dos ratos
diabéticos, o que pode ser justificado pela reserva de FOS.

Os animais tratados com dieta FOS também reduziram a glicemia
confirmando a capacidade de controle glicémico desses frutanos.

Foi possivel observar a eficacia da metodologia de indugdo do diabetes
melitus tanto pela glicemia quanto pelos sintomas desenvolvidos pelos animais,
validando o protocolo de indug¢ao elaborado.

Tais resultados sugerem que estudos cronicos com o modelo de diabetes
podem ser melhor avaliados em relagdo ao controle glicémico, ja que observou-se

um melhor controle a partir da terceira semana de experimento.
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G. Tabelas

Tabela 1. Composicao centesimal e valor energético da batata yacon in natura e na
forma de farinha (g.100g™).

Batata yacon in Farinha da batata

Componente

natura’ yacon'
Umidade 86,90 £ 1,22 5,57+ 0,12
Proteinas (N x 6,25) 0,55+ 0,55 4,20 + 0,06
Lipidios 0,16 £ 2,05 1,24 + 0,08
Cinzas 0,63 +0,38 4,85+ 0,45
Carboidratos totais 10,90 + 0,31 83,30 £ 0,47
Valor Energético Total (kcal) 47,24 361,16

! Valores constituem médias + desvios-padrao de trés repeticbes, com excegédo do valor energético
(VET), estimado por meio dos fatores de conversao de 4, 4 e 9 para proteinas, carboidratos e lipidios
respectivamente (MERRIL; WATT, 1973).

Tabela 2. Composicéo das dietas experimentais (g.1009'1 de dieta).

Dieta”
Componente' Yacon FOS® Controle  Padréo
celulose
Farinha de yacon 18,75 - - -
FOS® - 6,00 -—- -
Oleo de soja 4,00 4,00 4,00 4,00
Celulose 5,00 5,00 11,00 5,00
Mistura salina 3,50 3,50 3,50 3,50
Mistura vitaminica 1,00 1,00 1,00 1,00
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
L-cistina 1,80 1,80 1,80 1,80
Caseina 14,00 14,00 14,00 14,00
Amido de milho 53,30 64,45 64,45 70,45

"Segundo Reeves, Nielsen e Fahey Junior (1993).

2 Yacon: quantidade de farinha equivalente a 6 g de frutooligossacarideos; FOS®: adicionado 6 g
puro/ 1 saché; Controle celulose: adicionado 6g de celulose e Padrdo: sem acréscimo de fibras.
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H. Legenda das Figuras

Figura 1. Distribuicdo dos animais por tratamento.

Figura 2. Fluxograma de obtenc¢&o da farinha de yacon.

Figura 3. Evolucéo de glicemia dos ratos ndo diabéticos conforme tipo de dieta.
Figura 4. Evolugéo de glicemia dos ratos diabéticos conforme tipo de dieta.

Figura 5. Curva das médias de ganho de peso dos animais nao diabéticos ao longo
das semanas de acompanhamento.

Figura 6. Curva das médias de ganho de peso dos animais diabéticos ao longo das
semanas de acompanhamento.

Figura 7. Evolugéo de peso dos animais diabéticos e ndo diabéticos.
Figura 8. Curva das médias de consumo de ragcdo em ratos diabéticos.

Figura 9. Curva das médias de consumo de rac&o em ratos ndo diabéticos.
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Figura 2. Distribuicdo dos animais por tratamento.
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Figura 3. Evolugao da glicemia dos ratos ndo diabéticos conforme dieta.
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** p< 0,001 quando se compara a dieta yacon com as demais dietas ao final do experimento, modelo
de efeitos mistos.

Figura 4. Evolucao de glicemia dos ratos diabéticos conforme tipo de dieta.
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Figura 5. Curva das médias de ganho de peso dos animais nido diabéticos ao longo das semanas de

acompanhamento.
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Figura 6. Curva das médias de ganho de peso dos animais diabéticos ao longo das semanas de

acompanhamento.
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CAPITULO 3

1 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo teve limitagdes tais como a falta de equipamento (HPLC) para
determinacdo da quantidade de frutooligossacarideos na farinha da batata yacon. No
entanto foi feito um levantamento bibliografico para tentar uma aproximagao da
realidade.

O protocolo elaborado para a indugao do diabetes foi de extrema importancia
ja que nos artigos publicados, dissertagdes e teses existem falhas no detalhamento
da metodologia, das quantidades necessarias da droga e outros dados. Sugere-se
com essa dificuldade que é necessario uma padronizagao nos modelos animais de
diabetes para possibilitar uma reprodu¢cdo adequada do método e ainda uma
comparacgao de resultados mais fidedigna.

A andlise da composigcdo centesimal foi uma avaliagdo muito interessante
para praticar a nutricdo em quimica e bioquimica dos alimentos com uma formagao
profissional diferenciada.

O escurecimento enzimatico da batata yacon é rapido e exigiu um cuidado na
escolha do método adequado para inibir essa alteragdo. Foram feitas analises com
diversos inibidores tais como acido citrico, acido ascorbico, cloreto de calcio,
bissulfito de sédio e ainda métodos como branqueamento. Foi adotado o bissulfito
de sédio com dosagens permitidas pela legislagcao. O resultado foi uma farinha com
cor clara, com uma umidade aceita pela legislagdo de farinaceos e sem residuo.

Em relagcédo a analise estatistica realizada foram necessarias varias tentativas
que fossem capazes de avaliar os tempos intermediarios do experimento e apds
buscas pelo melhor método utilizaram-se medidas repetidas. Esse método ainda é
pouco conhecido e pouco utilizado nos estudos. O que também dificulta a
comparagao de resultados com as demais pesquisas desenvolvidos com yacon em
modelos animais.

Por fim o estudo realizado proporcionou uma vivéncia em areas
desconhecidas (analise de alimentos e nutricdo experimental) eum crescimento

pessoal e profissional grandioso.
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APENDICES

Apéndice A - Protocolo de diabetes

PROTOCOLO DE INDUGAO DE DIABETES

1. DROGAS

As drogas mais utilizadas para a indu¢cdo do diabetes em roedores sdo a
aloxana e a estreptozocina por reproduzirem nos animais o quadro de alteracdes
metabdlicas e sinais clinicos semelhantes aos que ocorrem na enfermidade
naturalmente adquirida (MENDES; RAMOS, 1994).

No entanto, o aloxano apresenta instabilidade quimica, e € metabolizada
muito rapida e alguns fatores tais como dieta e idade dos animais, ndo permitem
estabelecer uma relagao clara entre as doses de aloxano e sua concentragao efetiva
no pancreas (MARLES; FARNSWORTH, 1995).

A STZ (2-deoxi-2-(3-metil-3- nitrosoureido)-D-glicopiranose) € uma antibiético
de amplo espectro de agado, produzida a partir de microorganismos streptomyces
achromogenes (HERR, 1960).

Existe também outro método de indugao de resisténcia a insulina e diabetes
por administracdo de FRUTOSE, porém € pouco sensivel para ratos (CESARETTI;
KOLHLMANN JUNIOR, 2006).

Estudos que utilizaram a estreptozotocina como drogas de indugao obtiveram
resultados satisfatorios da doenca na maioria das vezes associados a sinais clinicos
(BRONI et al.,2008; OLIVEIRA et al., 2009; PESSONI et al.,2004; VOLPATO et al.,

2007).
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Adotou-se, portanto a estreptozotocina como a droga indicada para o modelo.

2, DOSE

Experiéncias demonstram que doses de STZ na faixa de 50 a 100mg/kg de
peso corporal causam necrose das células 3 com desenvolvimento do DM tipo |, um
ou dois dias apés a aplicagdo da droga (HOUNSOM, 1998).

SCHNEDL et al., (1994) demonstraram que a toxicidade dirigida para as
células B é devida a similaridade da molécula da STZ com a glicose, o que permite
gue a mesma seja internalizada via transportadores GLUT-2.

Delfino et al. (2002), afirmam que a dose de 60mg/kg para indugdo de
diabetes tipo I/severa, & considerada de alta toxicidade. E em torno de 45mg/kg para
diabetes mais leve/ tipo Il € o ideal porem € uma diabetes mais instavel e menos
duradouro.

Estudos realizados com a administragdo da estreptozotocina a 40mg/kg
obtiveram sucesso na indugéo do diabetes sem maiores intercorréncias (OLIVEIRA
et al., 2009; PESSONI et al.,2004; VOLPATO et al., 2007).

Para possiveis perdas (ratos que ndo se tornam diabéticos, ou que morrem
apos a utilizagdo da droga), estudos sugerem o acréscimo de no minimo 40% sobre
a amostra inicial (LERCO et al., 2003).

Portanto para o modelo de diabetes ficou definido a dose de 40mg/kg de peso
corporal do animal.

E para a administracdo foi necessario a diluicio da mesma em solucio
tampao de citrato de sddio 0,01M com pH de 4,5 para evitar possiveis alteracées do

pH sanguineo do animal (OLIVEIRA et al., 2009).
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A droga foi diluida em 0,1ml de solugéo para cada 100g de peso do animal.
Ou seja, foi determinada a dose de 40mg/kg, a diluicdo adequada é de 4mg de
droga em 0,1ml de solugéao tampao.

Ressalta-se que segundo o Guidelines for Collection of Blood from
Experimental Animals (RESEARCH ANIMAL RESOURCES, 2010) a dose maxima

de administracdo endovenosa de qualquer solugcdo em ratos € de 0,5ml.

3. VIA DE INDUGAO E JEJUM PARA ADMINISTRAGAO

A injecdo da streptozotocina em uma das veias da cauda € mais efetiva para
a indugéo do diabetes comparada as demais vias de administragdo (DELFINO et al.,
2002).

Delfino et al. (2002) indicam que a indugao da diabetes pela via intraperitoneal
€ mais facil porem existe mais perda e deve-se esperar mais tempo para obtencao
da diabetes (2 semanas apds a indugao), portanto afirmam que a via da veia caudal
€ a melhor.

Lerco et al. (2003) relatam que quando a via de administragdo da droga é a
endovenosa/caudal, a velocidade de infusdo da droga € importante. Doses efetivas
nao produzem diabetes se as mesmas séo injetadas muito lentamente.

O jejum também tem um papel importante na indugdo. Quanto maior o jejum antes
da administracdo maior a chance de se tornarem diabéticos.

Oliveira et al, (2009) utilizaram o jejum de 24 horas para a indugéo do
diabetes com obtengcdo dos valores de glicemia desejados em todos os animais

induzidos.
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No modelo do estudo utilizou-se o jejum de 24 horas para indugéo e a droga

foi administrada pela veia da cauda.

4, CONFIRMAGAO DO DIABETES

A glicemia foi determinada pelo aparelho Accu-Check Advantage Il com fitas
glicotestes. Determinou-se essa metodologia, pois 0 volume do sangue necessario
para a leitura do aparelho € muito pequeno possibilitando varias coletas se
necessario. Utiliza-se apenas uma gota que é coletada com uma picada de agulha
na cauda sem a necessidade de anestesia do animal, apenas local se necessario.

Delfino et al.(2002) afirmam também que o teste por glicosimetro (Accu Check

e ou Beckmannll) sdo sensiveis para a variagao de glicemia dos ratos.

A confirmacéo foi realizada apos trés dias da inducéo apos 12 horas de jejum
(VOLPATO et al. 2007; PESSONI et al.,2004). Para as demais glicemias de jejum foi
determinado o tempo de 8 horas para evitar hipoglicemia de rebote.

Os animais com glicemia acima de 200mg/dL foram considerados diabéticos
(OLIVEIRA, 2004).

Todos os procedimentos com os animais foram realizados de acordo com os
principios éticos preconizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal

(DE LUCA et al., 1996).

5. PROCEDIMENTOS

5.1 Indugao

- Prepara a droga em solu¢cdo tampao de citrato 0, 01M, com pH:4,5 e diluir a
droga na concentragdo de 4mg/0,1ml de solugéo.
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- Jejum de 24 horas

- Pesar o animal: calcular a quantidade da droga a ser administrada em relagao
ao peso do animal

- Colocar a quantidade da droga necessaria na seringa de insulina (tuberculina)

- Colocar o animal em potes com algoddo molhados com éter etilico para
anestesia

- Colocar a cauda do animal na agua quente para dilatagao do vaso

- Administrar a droga na veia da cauda do animal

5.2 Glicemia de jejum

- Apos o jejum de 12 horas, com oferta apenas de agua, coletar uma gota de
sangue da cauda do animal

- Usar uma agulha fina (tuberculina) para a picada na cauda

- Massagear a cauda para sair a gota de sangue

- Fazer a leitura no aparelho de glicemia
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ANEXOS

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica
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ANEXO B — Termo de acordo de pesquisa
TERMO DE ACORDO DE PATROCINIO DE PESQUISA CIENTIFICA
PARTES:

SKL FUNCTIONAL NUTRITION LTDA, estabelecida na cidade de Sdo Paulo, nesta
capital, na Av. Gabriela Mistral, 464 — Penha, CEP: 03701-000, com Inscrigdo
Estadual 116.518.992.110, inscrita no CNPJ/MF sob o n° 05.335.056/0001-10 e
inscrita na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no n. 1.05.691-8 pelo
seu representante legal, JOSE VALDIR DA SILVA, CPF 075.437.338-03, abaixo
assinado, doravante denominada PATROCINADORA, e Lorena Pereira de Souza
Rosa, brasileira, solteira, nutricionista — pesquisadora, inscrita no CRN/M, sob o n°
4801 e inscrita no CPF sob o numero 01144738113, com enderego profissional na
Rua 227, Quadra 68, s/n° - Setor Leste Universitario — Goiania/Goias - CEP: 74.605
- 08, onde desenvolve a pesquisa objeto do presente patrocinio, doravante
denominada PATROCINADA.

CONSIDERANDO QUE:
1) A PATROCINADORA é a empresa responsavel pela fabricacdo do(s) produto(s) nutricional(is)

FOS® — Fibra dietética soluvel prebidtica, devidamente aprovado pela ANVISA e registrado no
Ministério da Saude, a ser(em) utilizado(s) na pesquisa a ser realizada pela PATROCINADA.

2) As PARTES tém interesse em conhecer o desempenho do(s) produto(s) quando aplicados em
ensaio bioldgico com ratos diabéticos e ndo diabéticos sob observacdo para controle
glicémico.

3) A PATROCINADA pretende desenvolver pesquisa sobre efeito da farinha da batata yacon
(smallanthus sonchifolius), que é rica em frutooligossacarideos, sobre o perfil glicémico de
ratos diabéticos comparado a oferta isolada dessa fibra soltvel, em que serdo verificados os
efeitos da aplicagdo dos frutooligossacarideos sobre o perfil glicémico dos ratos, o ganho de
peso desses ratos, sobre a composicao das fezes e ainda teste de tolerancia a insulina apés o
consumo dos frutooligossacarideos.

4) A PATROCINADORA reconhece que o fornecimento do(s) produto(s) é fundamental para o
sucesso desta pesquisa.

5) A PATROCINADORA tem interesse em conhecer e divulgar os resultados desta pesquisa.

6) A PATROCINADA necessita de quantidade determinada de 3 780g de FOS® — Fibra Soluvel
Prebidtica para desenvolver a pesquisa.

Pelo presente instrumento particular as PARTES acima qualificadas estabelecem
acordo, mediante as clausulas abaixo.

CLAUSULA PRIMEIRA: DO PATROCINIO

A PATROCINADORA se compromete a fornecer a quantidade de 630 envelopes
do(s) produto(s) denominado(s) FOS®, fornecido(s) em uma vez, o(s) qual (is) sera
(ao) utilizado(s) exclusivamente para a pesquisa ora patrocinada. Esta quantidade
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considera uma pesquisa envolvendo dois subgrupos de ratos, sendo um deles
diabéticos (com 13 ratos) e o outro ndo diabético (com oito ratos) sendo um total de
21 ratos, que venham a consumir 6g de FOS®/dia, sendo um envelope por dia,
durante cerca de 30 dias.

Paragrafo Unico: Se, por motivo devidamente comprovado pela PATROCINADA, for
necessario um maior numero de envelopes de FOS®, a PATROCINADORA se
compromete e fornecé-lo de modo a ndo prejudicar a pesquisa.

CLAUSULA SEGUNDA: DA PESQUISA

A PATROCINADA se compromete a seguir a todas as determinagdes legais e éticas
referentes a pesquisa com animais, seguindo estritamente os principios éticos da
experimentagcdo animal regulamentados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentagcdo Animal).

Paragrafo Unico: A PATROCINADA compromete-se, também, a enviar cépia dos
documentos emitidos pelos érgdos de Etica em Pesquisa, referente a aprovacdo do
projeto, bem como todos os outros documentos e informagdes que lhe forem
solicitadas pela PATROCINADORA, que digam respeito a pesquisa. Por outro lado,
a PATROCINADORA coloca-se a disposi¢cao, por meio de seu Departamento
Cientifico, para fornecer informacgdes nao-confidenciais e referéncias bibliograficas,
necessarias ao desenvolvimento da pesquisa, a PATROCINADA.

CLAUSULA TERCEIRA: DA DIVULGAGCAO DOS RESULTADOS DA PESQUISA

Todas as matérias referentes ao resultado da pesquisa devem ser fornecidas a
PATROCINADORA, a qual fica proibido modificar tais resultados.

Paragrafo Primeiro: A PATROCINADORA compromete-se a informar a
PATROCINADA sempre que desejar retransmitir os resultados da pesquisa,
mencionando o nome da PATROCINADA e instituigdo de filiagdo, toda vez que fizer
tal retransmisséo.

Paragrafo Segundo: A divulgacao dos resultados da pesquisa e o artigo cientifico,
como um todo, somente podera ocorrer por meio de revista cientifica indexada,
eventos e literaturas cientificas e propaganda médica, sendo que a escolha do
veiculo de divulgagao devera ocorrer mediante pré-acordo entre as PARTES.

CLAUSULA QUARTA: DAS RESPONSABILIDADES

Tendo em vista que a PATROCINADA ¢ autora do estudo, esta devera ser a unica
responsavel pelo conteudo divulgado, perante as autoridades responsaveis.
Paragrafo Unico: A PATROCINADA se compromete a dedicar-se ao estudo até a
sua completa conclusdo, ou seja, até que o artigo cientifico referente a pesquisa
esteja publicado, de acordo com o que determina a CLAUSULA TERCEIRA.

CLAUSULA QUINTA: DAS PENALIDADES

No caso da PATROCINADA ndo cumprir com o estabelecido na CLAUSULA
QUARTA, esta devera devolver a PATROCINADORA todas as amostras de produto
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ainda nado utilizadas, bem como ressarcir os valores referentes as amostras ja
utilizadas, fornecidas pela PATROCINADA, para o desenvolvimento do estudo.
S&o Paulo, 14 de Junho de 2010

SKL FUNCTIONAL NUTRITION LTDA
PATROCINADORA

Lorena Pereira de Souza Rosa

PATROCINADA
Testemunhas:
Nome: Nome:
CPF/MF: CPF/MF:
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ANEXO C — Normas de publicacdo dos Arquivos Brasileiros de Endocrinologia &
Metabologia

INSTRUCOES AOS AUTORES

e Obijetivo e politica editorial

Objetivo e politica editorial

A revista ABE&M (Arquivos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia) aceita
contribuicdes em Endocrinologia Clinica e Basica e ciéncias afins, nas seguintes
categorias: (1) Artigo Original, (2) Artigo de Revisdo, (3) Apresentacdao de Caso Clinico,
(4) Caso Especial, (5) Perspectiva, (6) Controvérsias, (7) Memorias, (8) Editoriais e (8)
Cartas ao Editor.

Os manuscritos (MS) devem ser redigidos em portugués ou inglés e estar de acordo com
as instrugées do Comité Internacional dos Editores de Revistas Médicas - International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), também conhecido como Normas de
Vancouver.

Autoria

Todas as pessoas desighadas como autores devem responder pela autoria do MS e ter
participado suficientemente do trabalho para assumir responsabilidade publica pelo seu
conteddo. O crédito de autoria deve ser baseado apenas por contribuicdes substanciais
durante: (i) concepgdo, planejamento, execucdo, analise e interpretacdo dos resultados,
(ii) redacao ou revisdo do MS de forma intelectualmente importante, e (iii) aprovacao
final da versdo a ser publicada. A participacdo limitada a obtencdo de fundos, coleta de
dados, supervisao geral ou chefia de um grupo de pesquisa nao justifica autoria.

Os Editores podem solicitar justificativa para a inclusdo de autores durante o processo de
revisdo, especialmente se o total de autores exceder a seis. Os autores devem explicitar
se ha ou ndo potencial conflito de interesse, informagdo que deve ser incluida na secdo
Agradecimentos.

Os conceitos e os fundamentos epistemoldgicos, os dados, as experiéncias, as fontes de
pesquisa e as conclusdes emitidos nos trabalhos assinados sdo da inteira
responsabilidade do(s) seu(s) autor(es). Os trabalhos submetidos ao ABE&M serao
passiveis de revisdo linglistica por revisores e relatores qualificados pelo Conselho
Editorial, sem perda do crédito de autoria e do vinculo de responsabilidade do autor em
relagdo a obra de criagdo intelectual.

Submissdo dos artigos

A partir de 1 de janeiro de 2009, toda submissdo de manuscrito (MS) devera ser
realizada por meio eletronico através do enderego http://www.abem-sbem.org.br. O MS
deve estar em formato Word (arquivo.doc) com opcdao de inclusdo de arquivos
suplementares. Todo artigo deve destinar-se exclusivamente para a revista ABE&M.

Processo de avaliagao

Todos os MS submetidos aos ABE&M que estiverem de acordo com as “Instrucdes para
Autores” e com a politica editorial da revista, sdo analisados pelo Conselho Editorial para
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avaliar seu mérito e adequacdo cientifica. Aprovados nesta fase, o MS é encaminhado
aos avaliadores de reconhecida competéncia no assunto para seu parecer (peer review),
cujo anonimato é garantido durante todo o processo de julgamento. A decisdo final sobre
a aceitacdo ou rejeicdo do MS é tomada pelos Editores

Manuscritos aceitos

Todo o MS publicado torna-se propriedade da revista “Arquivos Brasileiros de
Endocrinologia e Metabologia” e ndo podera ser reproduzido, republicado ou divulgado
por meio eletronico sem autorizacdo. Os autores apds a aceitacdo do seu artigo para
publicacao, transferem implicitamente seus direitos aos ABE&M.

Por razbdes editoriais, os Editores reservam-se o direito de proceder a pequenas
modificagGes graficas ou redacionais no texto, sem interferir em seu conteudo.

Elaboragao dos Manuscritos
1. ARTIGO ORIGINAL

E uma contribuicdo cientifica destinada a divulgar resultados de pesquisa original que ndo
tenha sido publicada ou submetida em outros meios de divulgacdo. O MS deve ser
digitado em espaco duplo, formatado em papel carta (216 x 279 mm) ou A4 (212 x 297
mm) com pelo menos 2,5 cm de margens de cada lado. Cada uma das seguintes secoes
deve ser iniciada em uma nova pagina: (A) Pagina titulo, (B) Resumo e Descritores, (C)
Abstract (resumo em inglés) e Keywords, (D) Texto completo, (E) Agradecimentos, (F)
Referéncias, (G) Tabelas (cada uma com titulo e rodapé), (H) Legendas das figuras e (I)
Figuras. As paginas devem ser numeradas consecutivamente comegando com a pagina
titulo.

A. Pagina Titulo

Deve conter: (a) titulo do MS (em portugués e inglés), (b) nome e filiacdo institucional
de todos os autores, (c) nome do(s) Servico(s) e/ou Departamento(s) e Instituicdo(des)
onde o trabalho foi realizado, (d) nome e endereco completo (incluindo e-mail) do(a)
autor(a) responsavel pela correspondéncia, (e) “titulo abreviado”, com até 40 caracteres
(incluindo espacos entre palavras).

B/C. Resumo e Abstract

A segunda pagina deve conter um Resumo semi-estruturado do trabalho (contendo:
Objetivo, Métodos, Resultados e Conclusdes), com até 150 palavras.

Em pagina separada, apresentar o Abstract, que deve ser a tradugdo fiel do resumo para
o idioma inglés.

Ao final do Resumo e do Abstract devem ser fornecidos 4 a 6 descritores do MS (e
keywords correspondentes), para facilitar sua indexacao posterior.

Estes descritores devem estar de acordo com os padrdes do Index Medicus, que podem
ser consultados no enderego eletrénico: http://decs.bvs.br/.

D. Texto

Deve ser dividido nas seguintes secbes: (I) Introdugao, (II) Métodos, (III) Resultados e
(IV) Discussao.
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I. Introducdo: deve conter o propdsito do trabalho, sumarizando os motivos do estudo
e relevancia cientifica. A revisdao do assunto deve ser sucinta e evitar a inclusdao de
resultados ou conclusdes do estudo a ser apresentado.

I1I. Métodos: deve conter uma descricao do modelo experimental empregado (pacientes
ou animais de laboratério) com indicacdo de que o estudo foi aprovado pela Comissdo de
Etica do Hospital ou Instituicdo de Pesquisa onde o estudo foi realizado, seguindo a
Declaragdo de Helsinque e os Principios Eticos na Experimentacdo Animal do Colégio
Brasileiro de Experimentagao Animal (Cobea).

Descricao dos métodos empregados citando os principais aparelhos e equipamentos
utilizados (nome do fabricante e/ou origem do material entre parénteses) com detalhes
técnicos suficientes dos procedimentos que possam permitir a reproducdo do estudo
apresentado. Métodos amplamente estabelecidos podem ser citados através de
referéncias. Os métodos estatisticos devem ser descritos com detalhes suficientes para
permitir a verificacdo dos resultados aqueles que tiverem acesso.

III. Resultados: devem ser apresentados em seqliéncia légica no texto, evitando
repetir dados apresentados em tabelas ou figuras; somente as observacdes importantes
devem ser enfatizadas.

Unidades de Medidas - As medidas e as respectivas abreviaturas devem obedecer a
Unidade do Sistema Internacional (SI, http://physics.nist.gov/cuu/Units). As medidas de
comprimento, altura, peso e volume devem ser relatadas em unidades do sistema
métrico (metro, quilograma, litro) ou seus multiplos decimais; temperaturas em graus
centigrados (°C); pressao arterial em milimetro de merclirio (mmHg) e os valores
hematimétricos e quimicos devem ser fornecidos no sistema métrico tradicional.

IV. Discussao: deve comentar os aspectos novos e importantes obtidos do estudo em
relacdo ao acervo da literatura disponivel. Ainda nessa secdo devem-se focalizar as
conclusdes obtidas. Evitar repetir resultados ou informacoes ja apresentadas em outras
secOes. Deve-se ressaltar as implicagdbes dos achados, suas limitagdes e mesmo
recomendagoes para estudos futuros.

E. Agradecimentos

Em nova pagina, incluir: (i) contribuicbes que necessitem agradecimentos, mas nao
justifiguem autoria, (ii) agradecimentos a auxilio técnico, financeiro e material, incluindo
auxilio governamental e/ou de laboratérios farmacéuticos, e (iii) Conflito de Interesse
(inclusdo obrigatoria): descrever as colaboracGes financeiras que possam representar
potencial conflito de interesse e/ou declarar a inexisténcia de conflito de interesse que
possa interferir na imparcialidade do trabalho cientifico.

F. Referéncias (maximo de 40 para artigo original)

Devem ser numeradas consecutivamente em ordem de aparecimento no texto e
identificadas por numerais arabicos entre parénteses, conforme o exemplo: “Houve uma
atualizacdo da medicina molecular (3), seguida de avancos na area de genética aplicada

(4-6), que ...".

Quando houver referéncias em tabelas e figuras deverd obedecer a ordem
correspondente a localizagdo onde as tabelas e figuras estdo mencionadas no texto.

Os titulos dos periddicos devem ser abreviados de acordo com o estilo usado no Index
Medicus e seguindo o formato de citacdo recomendado pelo ICMJE.
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A exatiddo das referéncias constantes da listagem e a correta citagdo no texto sao de
responsabilidade do autor.

Trabalhos aceitos, mas ainda ndo publicados, podem ser incluidos, fornecendo-se o nome
do peridodico seguido do ano e da informacgdo: (no prelo). Deve-se evitar a citagdo de
resumos apresentados em congressos.

Recomendamos a utilizacdo de programas de editoracdo de referéncias bibliografica (por
exemplo, EndNote, Reference Manager) selecionando-se a opgao de estilo Vancouver.

Alguns exemplos:

Artigo em Revistas (listar todos os autores, mas se o numero exceder seis,
acrescentar: et al.):

Suszko MI, Lo D], Suh H, Camper SA, Woodruff TK. Regulation of the rat follicle-
stimulating hormone beta-subunit promoter by activin. Mol Endocrinol. 2003;17(3):318-
32.

Thomas TZ, Wang H, Niclasen P, O'Bryan MK, Evans LW, Groome NP, et al. Expression
and localization of activin subunits and follistatins in tissues from men with high grade
prostate cancer. J Clin Endocrinol Metab. 1997;82(11):3851-8.

Artigo eletrénico na Internet publicado antes da versao impressa:

Yu WM, Hawley TS, Hawley RG, Qu CK. Immortalization of yolk sac-derived precursor
cells. Blood. 2002;100(10):3828-31. Epub 2002 Jul 5.

Artigo eletrénico na Internet sem versao impressa:

Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA acts in an advisory
role. Am J Nurs. [serial on the Internet]. 2002 [cited 2002 Aug 12];102(6):[about 3 p.].
Available from: http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/Wawatch.htm

Capitulo de Livro:

Conte FA, Grumbach MM. Abnormalities of sexual determination and differentiation. In:
Greenspan FS, Gardner DG, editors. Basic & clinical endocrinology. 6™ ed. New
York:McGraw-Hill; 2001.p.509-46.

Livro:

Leder P, Clayton DA, Rubenstein E. Introduction to molecular medicine. New York:
Scientific American; 1994.

Base de dados na Internet:

Jablonski S. Online Multiple Congenital Anomaly/Mental Retardation (MCA/MR)
Syndromes [database on the Internet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine
(US). 1999 [updated 2001 Nov 20; cited 2002 Aug 12]. Available from:
http://www.nlm.nih.gov/archive//20061212/mesh/jablonski/syndrome title.html

MeSH Browser [database on the Internet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine
(US); 2002 - [cited 2003 Jun 10]. Meta-analysis; unique ID: D015201; [about 3 p.].
Available from: http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html Files updated weekly
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G. Tabelas

Cada tabela deve ser apresentada em folha separada, digitada em espaco duplo e
numerada em arabico, conforme seu aparecimento no texto; deve conter um titulo breve
na parte superior e as explicacGes, legenda e estatistica indicadas adequadamente no
rodapé.

H/I. Figuras e Legendas

As figuras deverdo ser preparadas originalmente em arquivo TIFF (Tagged Image File
Format) ou EPS (Encapsulated PostScript) ou GIF (Graphics Interchange Format). As
letras, os numeros e os simbolos inseridos nas figuras devem ser claros e de tamanho
suficiente para serem legiveis, mesmo apds reducdo substancial para publicagdo. Os
titulos e legendas das figuras devem ser fornecidos em folha separada, e nunca na
propria figura.

Por ocasido da submissdo inicial, as figuras poderdo estar inseridas no arquivo Word ou
PowerPoint, no entanto, quando aceito o MS, deverdao ser enviadas as figuras nos
arquivos originais com resolucdo minima de 300 dpi. A publicacdo padrdao contempla
somente duas cores (preto - vermelho) por isso devem ser evitadas figuras
multicoloridas. A inclusdo de figura colorida implicara no encargo financeiro (R$
900,00/cada figura) que sera custeado pelo autor, oportunamente solicitada pelo editor.
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