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RESUMO

MONTEIRO, E.B. Caracterizacio quimica e estudo das propriedades funcionais
biologicas in vivo da folha de taioba (Xanthosoma sagittifolium). 2011. Dissertacao
(Mestre em Alimentos e Nutri¢ao) - Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
Estadual de Campinas, Campinas.

A taioba (Xanthosoma sagittifolium) € uma ardcea comestivel origindria da América
tropical de elevado valor nutritivo. Os 6rgdos subterraneos da planta (cormos e cormilhos)
sao consumidos por algumas populagdes no mundo e constituem fonte energética
importante na dieta; o consumo de suas folhas, no entanto, ndo ¢ muito difundido, sendo
considerada uma hortalica ndo convencional. Visando-se o melhor conhecimento dessa
fonte alimentar, o presente trabalho teve como objetivo a caracterizagdo da fibra da folha de
taioba, bem como a avaliagdo de possiveis efeitos funcionais fisiologicos in vivo
promovidos pelo consumo da folha. A folha de taioba foi coccionada, liofilizada e teve sua
composi¢do centesimal e aminoacidica determinadas, sendo a fibra alimentar analisada
quantitativa e qualitativamente. Através de ensaio bioldgico, foram avaliados os efeitos na
producdo de acidos graxos de cadeia curta, no metabolismo de acidos biliares e na
modulacdo da microbiota intestinal, pardmetros importantes na avaliagdo da atividade
prebidtica. A folha de taioba liofilizada apresentou teores de fibra alimentar total, soluvel e
insolavel de 35,23 + 0,26%, 6,82 + 0,06% e 28,04 £ 0,21%, respectivamente. O
aminograma da folha liofilizada apontou os aminoacidos acido aspartico, acido glutamico,
arginina, alanina, leucina e lisina como os mais abundantes. A analise da composicao
monossacaridica demonstrou que a glicose ¢ o mondmero mais abundante (61%), sugerindo
a presenga de celulose e hemicelulose em grandes quantidades na folha. A frutose aparece
como o segundo monossacarideo mais abundante (29%), seguida dos demais mondmeros
analisados. Os monossacarideos neutros constituiram em 19,23 + 2,0% da folha de taioba
liofilizada. Os animais que foram alimentados com dieta contendo folha de taioba
apresentaram a maior atividade fermentativa no cdlon, estimada pelas concentragdes de
acidos graxos totais (dieta contendo 2,5% de celulose e 2,5% de fibra da folha de taioba).
No ceco, também foi observada maior atividade fermentativa nos animais do referido
grupo, porém diferengas significativas s6 foram observadas em relacdo aos grupos 4 € 5,
que receberam dietas com os maiores teores de fibra total (7,5%). Os grupos alimentados
com taioba também apresentaram maiores propor¢des de acido butirico no célon e no ceco,
em detrimento dos demais 4cidos graxos. Apesar das dietas ndo terem influenciado as
concentragdes de acidos biliares totais no ceco € no colon, os animais que receberam dietas
contendo 5% de fibra, sendo elas celulose (grupo 1) ou celulose acrescida de inulina (grupo
2), tiveram maiores percentuais de acidos biliares secundarios em detrimento dos primarios.
Comportamento inverso foi observado em animais alimentados com taioba. Analise
preliminar da microbiota intestinal demonstrou que os microrganismos probidticos € o
género Clostridium foram predominantes no ceco de todos os animais em estudo, enquanto
que as contagens de enterobactérias e de Bacteroides sp. apresentaram grandes variagdes
entre as dietas. A inulina pareceu exercer efeito repressor no crescimento de
enterobactérias. Sugere-se no presente trabalho que a folha de taioba possa influenciar a
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taxa fermentativa da microbiota intestinal ¢ modular o perfil de 4cidos graxos de cadeia
curta. Sugere-se ainda que a folha de taioba possa exercer efeito benéfico no metabolismo
de acidos biliares.

Palavras-chave: Taioba. Xanthosoma sagittifolium. Fibra alimentar. Compostos bioativos.
Propriedades funcionais biologicas in vivo.
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ABSTRACT

MONTEIRO, E.B. Chemical characterization and study of the biological functional
properties in vivo of taioba’s leaf (Xanthosoma sagittifolium). 2011. Dissertation (Master
on Food and Nutrition) — School of Food Engineering, University of Campinas.

Taioba (Xanthosoma sagittifolium) is an edible aroid originated from tropical America that
exhibits significant nutritive value. Its tuberous portions (corms and cormels) are consumed
by several populations worldwide and can provide an important part of the subsistence
energy in these regions. However, the leafy portions of Taioba are generally discarded
because of being considered as non-conventional vegetables. The main objective of this
work was to determine and characterize the dietary fiber present in the Taioba’s leaf, and to
examine its possible in vivo physiological effects when fed to rats. The leafy portions of the
plant were cooked, freeze-dried and chemically characterized, the dietary fiber determined
both quantitative and qualitatively. Biological evaluation was conducted to assess the effect
of leaf powder on the intestinal short-chain fatty acid production, bile acid metabolism and
microflora modulation, all known to be indicators of prebiotic function. Total, soluble and
insoluble dietary fiber contents in Taioba leaf powder (TLP) were 35.23 + 0.26%, 6.82 +
0.06% and 28.04 + 0.21%, respectively. Amino acid composition showed that aspartic,
glutamic acids, arginine, alanine, leucine and lysine were predominant in the TLP.
Monosaccharide composition showed glucose as the main component (61%), suggesting
the presence of cellulose. Fructose appeared as the second most abundant monosaccharide
(29%), followed by other monosaccharides in less appreciable concentrations. Total neutral
sugars constituted 19.29 + 2.0% of the TLP. Animals fed with diets containing the leaf
powder (2.5% cellulose and 2.5% TLP) showed the highest fermentative rate in the colon,
as estimated by the total short-chain fatty-acid concentrations. The same animals showed
that butyric acid also had the highest concentrations in comparison to the other acids. In the
cecum contents of these animals, great fermentative rates were also observed. The TLP
seemed to improve the bile acid profile in both colon and cecum by diminishing the
proportion of secondary acids, notwithstanding the total concentration remaining
unchanged. Preliminary analysis of the intestinal microflora in cecum contents showed high
proportions of probiotic organisms and Clostridium sp.. All diets showed great variations
for Enterobacter sp. and Bacteroides sp.. Apparently, inulin inhibited Enterobacter sp.
growth. The present study suggests that dietary fiber and/or other bioactive compounds in
the TLP could beneficially influence fermentative rate, short-chain fatty acid profile and
bile acid metabolism.

Keywords: Cocoyam. Xanthosoma sagittifolium. Dietary fiber. Bioactive compounds.
Biological functional properties in vivo.
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INTRODUCAO

A espécie vegetal Xanthosoma sagittifolium, pertencente a familia das araceas, ¢
bastante cultivada em regides tropicais do centro-sul americano e em alguns paises da
Africa. E utilizada como parte da dieta local, constituindo por vezes importante fonte de
subsisténcia em populagdes mais carentes da Africa, Asia e América (ONWUEME, 1978).
A porcao tuberosa da planta ¢ rica em amido, algumas vitaminas e minerais, contribuindo
com o aporte energético da dieta (SEFA-DEDEH; AGYIR-SACKEY, 2004).

A folha, ou porcdo aérea da planta, pode ser valiosa fonte de nutrientes na
alimenta¢do humana, porém tem seu consumo pouco difundido no Brasil (SOUZA, 2008).
Por ser uma hortalica ndo usual, ainda sdo escassos os dados na literatura sobre esse
alimento, tornando-se importante a caracterizagdo de sua composicdo quimica e seu
possivel impacto na saude.

A fibra alimentar possui importancia crucial na alimentagdo humana e seus efeitos
na saude sdo bem descritos (GUILLON; CHAMP, 2000; PINTO, 2004; GIBSON et al.,
2004; BAZANNO, 2008; BUTTRISS; STOKES, 2008; THEUWISSEN; MENSINK,
2008). Dentre eles, destacam-se os efeitos hipoglicemiante, hipocolesterolémico e
modulatério da microbiota intestinal de alguns tipos de fibra, sendo os é4cidos graxos de
cadeia curta produtos importantes do seu metabolismo fermentativo. Por conseguinte, a
busca por alimentos que apresentam fungdo prebidtica tem se tornado cada vez mais
crescente.

Diante do exposto, o presente trabalho pretendeu elucidar a composi¢do quimica
da folha de taioba, bem como suas propriedades funcionais fisiologicas in vivo, visando

contribuir com o conhecimento cientifico acerca desse alimento.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. TAIOBA (Xanthosoma sagittifolium)

A familia Araceae constitui-se de monocotiledoneas e contém cerca de 110
géneros e mais de 2000 espécies, sendo a grande maioria encontrada na regido dos tropicos.
Sdo primariamente herbaceas e terrestres, e apresentam caules na forma de tubérculos ou
rizomas alongados (nesse caso, mais corretamente chamados de cormos e cormilhos), de
onde se origina a porcao aérea da planta. O cormo representa o caule primario ou principal
da planta, enquanto que os cormilhos seriam os caules secundarios ou ramificagdes do
orgdo subterrdneo; os ultimos sdo muito apreciados na alimentacdo, sendo fonte importante
de energia em varias populagdes do mundo (ONWUEME, 1978). As folhas geralmente
possuem disposicao alternada, encontram-se em pequeno nimero ou solitdrias € nascem
enroladas sobre o ponto vegetativo, com peciolos longos e grande bainha invaginante. As
flores sdo pequenas e possuem espiga floral chamada espadice, sempre protegidas por
bracteas. Os frutos sdo do tipo baga e as sementes possuem tamanho e forma variados, com
ou sem endosperma. Comumente apresentam rafides ou cristais de oxalato de calcio, em
toda a extensdo da planta; acredita-se que esses cristais sdo responsdveis, a0 menos em
parte, pela sensacdo de acridez que pode ser produzida ao ingerir-se a planta. Alguns
autores afirmam que a acridez é ocasionada através do consumo da planta ndo cozida ou
ndo desidratada (PLOWMAN, 1969; GRAZIANO, 1990; TAIZ; ZEIGER, 2004;
OJINNAKA; AKOBUNDU; IWE, 2009), enquanto que outros autores atribuem esse efeito
as caracteristicas morfologicas apresentadas pelas rafides (SEFA-DEDEH; AGYIR-
SACKEY, 2002).

O género Xanthosoma, pertencente a familia das Araceas, ¢ originario da América
tropical. E popularmente conhecida no Brasil como taioba, taiova, ardo, aro, pé-de-bezerro,
taid, talo, mangarito, dentre outros (CARVALHO; CORDEIRO, 1990). No mundo, ¢
conhecido como malanga, yautia, tannia ou new cocoyam, cujo nome foi assim dado para
evitar-se a confusdo com o género Colocasia, intimamente relacionado (old cocoyam)

(PINTO, 1998). Sao plantas que se apresentam eretas e possuem caule grosso e carnoso.
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Suas folhas sdo grandes ou at¢ mesmo gigantescas em algumas variedades, em geral com
80 centimetros de comprimento e 60 de largura, de forma sagitada, largo-ovéide ou
triangular. A planta em si pode ter até 2 metros de altura, sendo ela muito semelhante ao
taro (Colocasia esculenta); o género Xanthosoma apresenta, no entanto, peciolo folial na
beirada do limbo da folha, saindo logo em seguida da juncdo dos l6bulos basais, que sdo
separados. Possui nervuras em numero de 4 a 10, divergentes da nervura central
(ABRAMO, 1990).

As folhas de taioba s3o facilmente cultivadas em clima quente, sob temperaturas
elevadas, cessando a producdo em temperaturas muito baixas. Isso dificulta ou até mesmo
impossibilita seu cultivo em regides de elevada altitude. Requerem solo sempre umido e do
tipo argiloso-arenoso, rico em hiimus, de pH variando entre 5,5-6,5; podem ainda tolerar
solos salinos. No Brasil, seu ciclo completo (plantio a colheita) leva cerca de 4 a 5 meses,
enquanto que em outros paises pode levar até 10 meses (ABRAMO, 1990; PINTO, 1998).

Os sistemas subterraneos da planta (cormos e cormilhos) sdo seu principal
reservatorio energético, destacando-se o seu alto teor de amido, que pode constituir até 40%
do peso do tubérculo, em base umida, e at¢ 60% em base seca (LIMA et al., 2010). Os
granulos de amido presentes nos cormos e cormilhos de taioba, por apresentarem menor
tamanho em comparagdao aos outros tubérculos como mandioca e batata doce, sao mais
facilmente digeriveis (OJINNAKA; AKOBUNDU; IWE, 2009). De acordo com Pérez,
Schultz e Pacheco de Delahaye (2005), sdo granulos de formato redondo ou elipsoidal com
diametro variando entre 2 a 10um. Os O6rgdos subterraneos da taioba também sdo
considerados fonte de vitaminas como tiamina, riboflavina, niacina e acido ascorbico, €
minerais como calcio e fosforo, sendo esse ultimo mais abundante do que em tubérculos
como mandioca e¢ inhame (ONWUEME, 1978; PEREZ; SCHULTZ; PACHECO DE
DELAHAYE, 2005).

Sefa-Dedeh e Agyir-Sackey (2004) determinaram a composicdo quimica dos
cormilhos de taioba; os valores sdo apresentados na Tabela 1. A grande variacdo observada
se deve a porcdo do cormilho utilizada para andlise (secdo apical, mediana ou distal) e a
variedade da espécie (variedade vermelha ou branca). Ja Pérez et al. (2007) realizaram um

estudo sobre a producao e caracterizagdo da farinha de taioba; a composicao centesimal da
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farinha também se encontra na Tabela 1. E importante ressaltar que a farinha, nesse estudo,
foi obtida a partir das partes comestiveis dos 6rgaos subterraneos. A Tabela 1 traz ainda os
resultados obtidos por Leterme et al. (2005), em trabalho sobre a composicdo quimica de
folhas de taioba. Os valores variaram de acordo com a maturidade da folha (folha jovem ou
madura). Os autores também analisaram a composi¢do de aminoacidos e minerais na folha,
sendo os mais expressivos arginina, leucina, lisina, fenilalanina e valina para aminoacidos,

e potassio, calcio, ferro e manganés para minerais.

Tabela 1: Composi¢ao centesimal de cormilhos, farinha e folha de taioba (g/100g)

Cormilhos' Farinha® Folha®
Umidade 54,5a774 11,04 £ 0,09* 86,1 a 90,1
Proteinas® 394a5,5 6,37+0,17 23,1 a24,0
Carboidratos* 12,2 2 36,6 72,49 + 0,00 19,7a22,9
Lipidios* 0,28 20,74 0,88 +0,11 8,0a9,7
Cinzas* 1,98 a 3,93 4,25 +£0,02 11,5a 13,9
Fibras totais* 1,11 al1,72 5,19 +£0,01 12,42 13,0

*Resultados expressos em base seca. | SEFA-DEDEH e AGYIR-SACKEY (2004), > PEREZ et al. (2007), °
LETERME et al. (2005).

Assim como outros vegetais folhosos, a folha de taioba ¢é rica em carotendides e
outras substancias de potencial antioxidante. Graebner et al. (2004), em estudo que avaliou
a biodisponibilidade de carotendides em vegetais folhosos verde-escuros nativos do Brasil,
observaram que a folha de taioba apresentou maior teor de a-caroteno em comparagao aos
outros vegetais analisados e que a biodisponibilidade relativa do B-caroteno na folha de
taioba foi de 9%. Os autores concluiram que os vegetais analisados podem constituir boa
fonte alternativa de vitamina A. Arruda, Siqueira e Souza (2004) relataram que a folha de
taioba, quando oferecida em dieta para animais, apresentou efeito protetor contra o stress
oxidativo causado pela deficiéncia de vitamina A e foi capaz de reduzir a peroxidacio

lipidica tal como o B-caroteno isolado oferecido aos animais do grupo controle.
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No mundo, os paises que mais se destacam pela produgdo da taioba estdo
localizados no centro-sul americano (Cuba, Peru, Venezuela e Reptiblica Dominicana) e na
Africa (Gana e Nigéria), e a planta constitui parte importante da dieta de populagdes mais
carentes (ONWUEME, 1978; FAO, 2007). No Brasil, a taioba ¢ muito apreciada em Minas
Gerais, Bahia e Rio de Janeiro, sendo inclusive utilizada em pratos tipicos regionais
(MANGAN et al., 2008). Porém, a cultura dessa planta no pais ainda ¢ pouco explorada e
seu consumo pouco difundido. O baixo custo, a simplicidade de sua produgdo e o clima
favoravel deveriam ser fatores de incentivo ao amplo cultivo da taioba, podendo ser
importante alternativa para a agricultura familiar e, assim, auxiliar na inclusdo social e na

melhoria do estado nutricional de populagdes mais carentes (SOUZA, 2008).

1.2. FIBRA ALIMENTAR

A fibra alimentar ¢ classicamente definida como substancias de origem vegetal
que ndo sao digeridas pelas enzimas do trato gastrointestinal de humanos, alcan¢ando o
intestino grosso e l& sendo parcial ou totalmente fermentadas pela microbiota presente
(SOUTHGATE, 2001). Essa defini¢dao, porém, ainda gera controvérsias entre os autores
por se tratar de uma classe de compostos de composicao quimica bastante heterogénea; a
fibra alimentar também pode ser classificada de acordo com seus efeitos fisioldgicos. Tais
controvérsias resultam na necessidade de se elaborar uma definicao de fibra alimentar (ou
dietética) e funcional que seja de consenso entre os especialistas.

Em 2001, a AACC (American Association of Cereal Chemists) elaborou a seguinte
definicdo para fibra alimentar: “(...) ¢ a parte comestivel de plantas ou carboidratos
analogos que sdo resistentes a digestdo e absor¢do no intestino delgado, com fermentacdo
completa ou parcial no intestino grosso. A fibra dietética inclui polissacarideos,
oligossacarideos, lignina, e substancias associadas as plantas. A fibra dietética promove
efeitos fisiologicos benéficos, incluindo laxacdo e/ou atenuacdo do colesterol sanguineo
e/ou atenuagdo da glicose sanguinea”. Essa defini¢do ¢ bastante abrangente, pois engloba
compostos de diferentes origens quimicas, a saber: homopolimeros de glicose (celulose,

beta-glucanas), homopolimeros de frutose (inulina), heteropolimeros (arabinoxilanas,
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arabinogalactanas), oligdbmeros (galactooligossacarideos, oligofrutanas), lignina,
carboidratos andlogos (dextrinas resistentes, amido resistente, quitina, quitosanas,
carboidratos sintéticos) e substancias associadas (ceras, cutina, suberina, saponinas, taninos,
fitatos). Tem-se ainda nessa defini¢cdo a descricdo dos principais efeitos metabdlicos da
fibra alimentar.

Em 2005, o Institute of Medicine of the National Academies (IOM) apresentou os
conceitos de fibra total, funcional e dietética. A fibra dietética foi conceituada como sendo
os carboidratos indigeriveis e lignina que sdo intrinsecos as plantas e permanecem intactos
apos digestao por enzimas do trato gastrointestinal, ndo sendo eficientemente absorvidos. A
fibra funcional consiste de carboidratos indigeriveis isolados ou extraidos que apresentam
efeitos fisioldgicos benéficos no organismo humano, incluindo oligossacarideos sintéticos e
amido resistente. A fibra total ¢ considerada o somatdrio das fibras dietética e funcional.
Assim como na defini¢do proposta pela AACC, sdo englobados compostos que podem ser
considerados constituintes da fibra alimentar devido as suas caracteristicas quimicas e
intrinsecas a molécula ou ainda devido aos efeitos fisioldgicos promovidos através de seu
consumo.

Dentre os diversos componentes da fracdo fibra alimentar, os polissacarideos nao-
amido sdo o grupo de maior abundancia, podendo ser classificados em polissacarideos
estruturais (constituintes de parede celular) ou ndo estruturais (SPILLER, 2001).

A celulose, um dos principais polimeros estruturais, constitui-se de cadeia linear
de unidades de glicose unidas por ligacdes do tipo B-1,4, com alto grau de polimerizagdo e
elevada massa molecular. Devido a linearidade das moléculas, elas se dobram e interagem
entre si através de ligagdes do tipo pontes de hidrogénio, formando uma estrutura
tridimensional chamada de microfibrila. Essa estrutura caracteristica confere grande forca e
resisténcia mecanica a parede celular do vegetal, porém pouca flexibilidade. As
hemiceluloses possuem a estrutura basica da celulose, com unidades de glicose substituidas
por outros monossacarideos, tais como xilose, arabinose, galactose, manose, dentre outros;
o mondmero predominante d4 o nome a molécula (galactanas, mananas, arabinoxilanas,
etc.). Além disso, as hemiceluloses apresentam cadeia ramificada, o que lhes confere maior

solubilidade em agua em comparacao a celulose. Na estrutura da parede celular, as
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microfibrilas de celulose s3o revestidas em uma monocamada de moléculas de
hemicelulose, que por sua vez estd embebida em um gel de polissacarideos pécticos
(MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2008). A pectina, por sua vez, ¢ um polimero de 4cido D-
galacturonico com unidades de ramnose, galactose e arabinose em suas ramifica¢des. Por
fim, a lignina caracteriza-se por ser um polimero de alcodis cumarilico, coniferilico e
sinapilico, que se condensam formando macromoléculas reticuladas. Apesar de nao ser de
origem polissacaridica, ¢ também um importante constituinte da parede celular dos
vegetais, especialmente em cereais (EASTWOOD, 1992).

Os polissacarideos ndo estruturais estdo quimicamente ligados a parede celular do
vegetal, mas ndo a compdem; gomas € mucilagens sao inclusas nesse grupo. As gomas sao
exsudatos produzidos pelo tecido vegetal quando hé injlria, j4 as mucilagens em geral
formam complexos com os carboidratos de reserva no endosperma de sementes. Devido a
alta capacidade de hidratagdo e viscosidade desses compostos, sao empregados na industria
de alimentos como espessantes, estabilizantes, agentes de gelificagdo e emulsificantes em
diversas formulagdes; exemplos sdo cereais matinais, produtos de panificacdo, laticinios e
produtos carneos (RODRIGUEZ et al., 2006).

Algumas propriedades fisico-quimicas da fibra dietética influenciam diretamente
em sua acdo no organismo. Dentre elas, as propriedades de hidratagdo, solubilidade e
viscosidade sdo as mais notadas (KNUDSEN, 2001). Em relagdo a solubilidade, as fibras
podem ser divididas em dois grandes grupos, as soluveis e as insoliveis. As fibras soluveis
se caracterizam por formar uma camada aquosa no limen intestinal que ¢ responséavel pelo
aumento da viscosidade local e, consequentemente, pelo aumento no tempo de
esvaziamento gastrico e do transito intestinal, além da diminuicdo da assimilagdo de
nutrientes; elas sdo total ou parcialmente fermentadas pela microbiota coldnica. Ja as fibras
insoluveis promovem tempo de transito intestinal menor, maior volume e maciez das fezes,
sendo pouco utilizadas como substrato energético pela microbiota (GUILLON; CHAMP,
2000).

Alguns alimentos-fonte de fibra solivel sdo as leguminosas, aveia e frutas citricas,
enquanto que a fibra insoluvel em geral ¢ mais encontrada em cereais e seus farelos e

vegetais folhosos, como apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2: Teor de fibra total em alguns alimentos

Alimento Fibra Total (g/100g)
Farinha de centeio 15,5
Farelo de trigo 54,2
Arroz integral, Cozido 2,7
Farelo de arroz 51,4
Aveia em flocos 9.1
Abobora, Cozida 2,5
Agrido 2,1
Almeirdo, Cru 2,6
Chicoria, Crua 2,2
Couve manteiga, Crua 3,1
Espinafre, Cru 2,1
Banana 2,0
Goiaba 6,2
Manga 1,6
Feijao carioca, Cozido 8,5
Lentilha, crua 16,9

Fontes: CLAYE; IDOURAINE; WEBER (1996); TACO (2006).

O consumo de vegetais pode ser feito através de diversos 6rgaos da planta, tais
como folhas, orgdos subterraneos, caules, inflorescéncias, frutos e sementes. A fibra
alimentar presente na dieta humana ¢ oriunda de uma variedade de estruturas da parede
celular; sua composigao ¢ distinta e depende do tipo de 6rgdo vegetal, da espécie vegetal e
da quantidade a ser consumida (HOUNSOME et al., 2008). Estudos populacionais relatam
que a ingestdo diaria de fibra alimentar em grande parte dos paises, em especial em paises
desenvolvidos, ¢ muito aquém da recomendagao de 25-38g/dia (IOM, 2005). E preconizado

o consumo de ao menos 3-4 por¢des de frutas e hortalicas ao dia para atender as
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recomendacdes nutricionais. Apesar de as hortali¢as possuirem menor quantidade de fibras
em relagdo aos cereais integrais ¢ as leguminosas, a grande variedade desses vegetais
consumidos em uma dieta equilibrada pode ser responsavel por até 50% da ingestdo total de

fibras.

1.3.  FIBRA COMO COMPONENTE DE ALIMENTOS FUNCIONAIS

Alimentos funcionais sdo conceituados como aqueles que, além preencherem os
requisitos nutricionais necessarios, apresentam uma ou mais acoes benéficas no organismo
que contribuam para a manutencao da saude, promog¢do do bem-estar do individuo e/ou
diminui¢do do risco de doencas. Eles devem apresentar acdo bioldgica em quantidades
passiveis de serem consumidas na dieta habitual e ser veiculados na forma de alimento, ndo
de medicamento (DIPLOCK et al., 1999).

O consumo de fibras promove alguns efeitos fisiologicos benéficos no organismo;
dentre eles, a diminuicdo da glicemia e colesterolemia pos-prandiais sdo bem
documentadas, em particular, em trabalhos conduzidos com fibras soluveis (KNOPP et al.,
1999; MORICEAU et al., 2000; BAZANNO, 2008; BUTTRISS; STOKES, 2008;
THEUWISSEN; MENSINK, 2008; EUFRASIO et al., 2009; JEONG et al., 2010). Os
mecanismos envolvidos sdo multiplos e dependem da estrutura da fibra, da integridade da
parede celular, e de caracteristicas intrinsecas como a capacidade de aumentar a
viscosidade do bolo alimentar (GUILLON; CHAMP, 2000). Possivelmente, o aumento da
viscosidade no lumen intestinal causado pelo consumo de fibras soluveis constitui barreira
fisica a acdo das enzimas digestivas, incluindo a a-amilase, responsavel pela digestdo do
amido, o que resultaria no menor incremento da glicemia pds-prandial (ALEIXANDRE;
MIGUEL, 2008). O mesmo pode ser observado na colesterolemia e na trigliceridemia, uma
vez que o aumento da viscosidade pode acarretar em distarbios na formagdo de micelas,
diminuindo a absor¢do de lipideos. Além disso, aumenta-se o tempo de esvaziamento
gastrico, tornando também mais lenta a absor¢do dos nutrientes (FAVIER et al., 1997;

DONGOWSKI et al., 2002).
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Alguns tipos de fibras podem ter efeito “sequestrante”, complexando-se com a
glicose, acidos graxos, sais biliares ou colesterol e, conseqiientemente, diminuindo a
biodisponibilidade desses compostos (NYMAN et al., 1990; FAVIER et al., 1997). Tais
efeitos estdo associados a maior sensibilidade a insulina, sendo de grande valia na
prevencao e no tratamento de doengas cronicas nao-transmissiveis como diabetes mellitus,
obesidade e doengas cardiovasculares, a principal causa de morbi-mortalidade em paises
ocidentais (PEREZ-JIMENEZ et al., 2008).

As fibras insoluveis sdo notadas por ocasionar o aumento da motilidade intestinal e
consequentemente o menor contato dos nutrientes com a mucosa absortiva, com
implicagdes numa menor absor¢ao (PINTO, 2004); diminui-se também o tempo de contato
entre a mucosa e compostos de elevada toxicidade ou co-carcinégenos de origem dietética,
endogena ou bacteriana, como por exemplo os 4cidos biliares secundarios. Tal acdo
fisioloégica constitui-se de extrema importancia na prevencao do cancer de colon e de
doencas inflamatorias intestinais tais como doenga de Crohn e diverticulite (FERGUSON;
CHAVAN; HARRIS, 2001; BROWNLEE, 2009).

E importante destacar que a menor biodisponibilidade de colesterol e de sais
biliares gerada através do consumo de fibras culmina em menores reservas hepaticas de
colesterol, ja que este ¢ precursor dos acidos biliares. Como os sais biliares sao
indispensaveis a emulsificacdo de lipideos e formagdo de micelas, a maior conversdo de
colesterol a 4cidos biliares se faz necessaria. Ainda assim, a solubilizagdo de lipidios no
lumen intestinal se torna menos eficiente, aumentando sua excrec¢do fecal e reduzindo a
chegada de remanescentes de quilomicrons no tecido hepatico (JONES, 2008).

Como resultado, as enzimas envolvidas no metabolismo de acidos biliares e de
colesterol (7-a-hidroxilase e 3-hidroxi 3-metilglutaril CoA redutase, respectivamente) sdo
estimuladas para aumentar a sintese endogena de colesterol. Além disso, o organismo langa
mao de um mecanismo adaptativo de wup-regulation dos receptores hepaticos de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), o que resulta em menores concentragdes de LDL
circulante (THEUWISSEN; MENSINK, 2008). Outras alteragdes observadas na

homeostase de colesterol sdo decréscimos na secre¢do hepatica de lipoproteinas de muito
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baixa densidade (VLDL) e na conversio de VLDL a LDL (BROWN et al.,, 1999;
RIDEOUT et al., 2007; RIDEOUT et al., 2008).

1.4. ACAO PREBIOTICA DA FIBRA ALIMENTAR

Algumas fibras alimentares sdo consideradas alimentos funcionais, pois se inserem
no grupo dos prebidticos. De acordo com Gibson e Roberfroid (1995), ele pode ser definido
como “um ingrediente seletivamente fermentescivel que permite mudancgas especificas na
composi¢ao e/ou atividade da microbiota gastrointestinal, que conferem beneficios a saude
e bem-estar do hospedeiro”. Para ser considerado um prebidtico, o composto deve
apresentar algumas caracteristicas, tais como: resisténcia a acidez géstrica, a hidrolise
enzimatica e a absorcao durante a passagem pelo trato gastrointestinal, ser fermentado pela
microbiota intestinal e estimular seletivamente o crescimento ¢ manutencdo das bactérias
benéficas ao hospedeiro. Dentre elas, os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus sdo os
mais notados. Como produto de seu metabolismo, tem-se os acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) butirico, propidnico e acético, que comprovadamente modulam diversas fungdes

metabolicas (GIBSON et al., 2004).

1.4.1. MODULACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL PELA FIBRA

A microbiota intestinal compreende mais de 400 espécies e 50 géneros, sendo a
maioria ainda pouco conhecida. Sabe-se, no entanto, que ela ¢ composta em grande parte
por géneros anaerobios obrigatorios e que somente 30 a 40 espécies perfazem 99% da
populacao total (TANNOCK, 1998). A composi¢do da microbiota ¢ de grande importancia
para a saude do hospedeiro; os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus sao considerados
essenciais a saude intestinal, além de algumas espécies de Streptococcus. Por outro lado,
espécies de Bacteroides, Clostridium e certas enterobactérias sdo consideradas danosas e
podem apresentar risco a saide, como consequéncia de suas atividades metabolicas

(MONTESI, 2005).
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O trato gastrointestinal (TGI) humano apresenta uma grande variabilidade em
numero e tipo de populacdo bacteriana entre o estdmago, intestino delgado e intestino
grosso. O estdmago contém cerca de 10° unidades formadoras de colonias por mililitro de
conteudo géstrico (UFC/mL), sendo que no intestino delgado a populagio aumenta para 10*
UFC/mL (FLOCH, 2002). Nesses locais, a microbiota ¢ relativamente esparsa por conta
das condigdes desfavoraveis ao crescimento bacteriano (acidez elevada, secrecdes biliares e
pancredticas, atividade motora no ileo terminal) e ¢ oriunda principalmente da cavidade
oral (GUARNER; MALAGELADA, 2003). O ileo ¢ uma regido transicional, com
elementos da por¢do superior do TGI e do intestino grosso, tais como coliformes e
anaerdbios. Na valvula ileo-cecal, ¢ possivel observar um grande aumento na composigao e
no numero de bactérias, podendo chegar a 10°-10" UFC/g no ileo terminal, com
predominancia de espécies gram negativas como bacteroides e enterobactérias (MITAL;
GARG, 1995; FOOKS; FULLER; GIBSON, 1999).

O intestino grosso, por sua vez, possui um ecossistema microbiano complexo e
denso com populagio em torno de 10'' a 10" UFC/g (CUMMINGS; MACFARLANE,
1991). Os bacterdides sdo o grupo numericamente predominante no célon; em menores
proporgdes, estdo presentes outros géneros anaerdbicos estritos tais como Bifidobacterium
sp., Clostridium sp., Peptococcus sp., Peptostreptococcus sp., Ruminococcus sp. €
Eubacterium sp., além de anaerdbios facultativos como Enterococcus sp., Lactobacillus sp.,
coliformes e Enterobacterium sp. (GUARNER; MALAGELADA, 2003). Os géneros
anaerobicos sdo mais dominantes na regido cecal e no c6lon, enquanto que os aerobios se
tornam microbiota subdominante. A propor¢do na qual esses géneros se encontram varia
enormemente entre individuos, e ainda em um mesmo individuo em circunstincias
diferentes, como por exemplo em casos de diarréia aguda, tratamento com antibidticos ou,
em menor extensdo, em intervengdes alimentares. Apesar de flutuante, o padrio da
microbiota em cada individuo permanece relativamente constante (FOOKS; FULLER;
GIBSON, 1999).

O colon proximal ¢ caracterizado pela maior disponibilidade de nutrientes, menor
pH (5,5-6,0) por conta da maior concentracdo de 4acidos orgédnicos produzidos na

fermentagao e transito mais rapido que a regido distal. E ainda uma regido mais sacarolitica
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que a distal; essa, por sua vez, apresenta maiores taxas de proteolise bacteriana
(CUMMINGS; MACFARLANE, 1991).

O equilibrio da microbiota intestinal ¢ frequentemente associado a manutengdo da
saude do hospedeiro. Dentre os efeitos benéficos promovidos, destacam-se: a exclusdo de
patogenos que podem colonizar o intestino, através da fungdo de barreira (oferecendo
resisténcia a colonizagdo) ou pela competi¢cdo por sitios de ligagdo; interacdo com o sistema
imune intestinal (tecido linféide associado & mucosa - GALT), contribuindo para a
regulacdo da funcdo imune e da tolerancia a entrada de patdogenos e antigenos; geracdo de
produtos fermentativos que modulam o pH do meio, e assim influenciam as reacdes
metabolicas locais; producdo de bacteriocinas e substancias de poder antimicrobiano,
dificultando a proliferacdo de espécies deletérias; facilitagdo da conversdo metabdlica e
absorcdo de alguns nutrientes, tais como vitaminas e fitoestrogenos; transformacdo e
excrecdo de substincias téxicas (nitrosaminas, acidos biliares, aminas heterociclicas);
geracao de volume fecal, que pode diminuir o tempo de transito € consequentemente a
exposicdo do limen intestinal a substancias toxicas (ZIEMER; GIBSON, 1998; MAI;
MORRIS, 2004; BOSSCHER et al., 2009).

Em individuos saudaveis, o equilibrio da microbiota ¢ mantido, uma vez que as
espécies patogé€nicas co-habitam a regido colonica em equilibrio com as espécies
probidticas. Distirbios na homeostase colonica podem causar o desequilibrio e o
crescimento exacerbado das espécies deletérias, como ocorre em doengas inflamatdrias
intestinais (doenga de Crohn, retocolite ulcerativa). As reacdes inflamatdrias agudas podem
ser causadas por diversos géneros incluindo Salmonella, Shigella, Campylobacter, Yersinia,
Aeromonas, Bacteroides, Clostridium e Escherichia (VASILJEVIC; SHAH, 2008;
BOSSCHER et al., 2009). O emprego de microrganismos probioticos tem sido sugerido
como boa alternativa no tratamento dessas doencas (SANDERS, 1998).

Algumas enzimas expressas por bactérias entéricas sdo implicadas na geracao de
carcindgenos, compostos mutagénicos e agentes promotores de tumor. Um exemplo ¢ a
enzima [-glicuronidase, envolvida na liberagdo de agliconas biologicamente ativas, que
apresentam potencial carcinogénico. Outros exemplos s3o as enzimas azoredutase e

nitroredutase, que catalisam a formac¢ao de aminas aromaticas (McBAIN; MACFARLANE,
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1998). O elevado risco de cancer de colon tem sido associado a presenca das espécies
Bacteroides vulgatus e Bacteroides stercoris. Estudos epidemiologicos apontam para a
maior incidéncia de cancer de c6lon em populagdes que apresentam alto consumo de carnes
vermelhas e gordura, especialmente a gordura saturada. Por outro lado, a elevada ingestdo
de frutas, hortalicas, cereais integrais, peixes e calcio parece ser fator protetor na génese da
doenca. O efeito da dieta no processo carcinogénico pode ser mediado através de mudancas
na atividade metabolica e composi¢do da microbiota colonica (GUARNER;
MALAGELADA, 2003).

A modulagdo da microbiota pode ser conseguida através de duas abordagens
dietéticas: o uso de prebidticos e probioticos. O uso de probiodticos se baseia na ingestdo do
microrganismo viavel, que deve estar presente no alimento em concentragdes de 10* a 10°
UFC/g ou mL, para exercer os efeitos benéficos alegados em humanos (LEE; SALMINEM,
1995). Diversos fatores, porém, inviabilizam ou dificultam a sobrevivéncia e a coloniza¢do
do probidtico no TGI. Por essa razao, o uso de prebidticos pode ser mais factivel
(OUWEHAND et al., 1999). Alguns tipos de fibra alimentar podem atuar como prebiodticos,
porém poucas apresentam realmente esse status. A inulina e os fruto-oligossacarideos sao
substancias de potencial prebidtico comprovado, bem como o0s transgalacto-
oligossacarideos e a lactulose. Os dois ultimos, apesar de considerados prebidticos por
conta da vasta literatura que comprova seus potenciais em humanos, ndo tém sua

indigestibilidade totalmente comprovada (GIBSON et al., 2004).

1.4.2. FIBRA ALIMENTAR E METABOLISMO DOS ACIDOS BILIARES

Os 4cidos biliares sdo conhecidos como moléculas de natureza anfipatica e agao
tensoativa que, juntamente com os fosfolipidios, facilitam a digestdo e a absor¢do de
lipidios. Apds sua acdo no limen duodenal, grande parte das moléculas (cerca de 95%) ¢
reabsorvida na regido distal do intestino delgado e alcancam o figado via sangue portal, e 1a
sdo recicladas. Dos hepatocitos, sdo secretados contra o gradiente de concentracdo na bile,
juntamente com o colesterol e os fosfolipidios, e assim sdo armazenados na vesicula biliar

até a chegada do quimo no duodeno (MARTINEZ-AUGUSTIN; MEDINA, 2008). O tipo ¢
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a quantidade de acido biliar que escapa do ciclo enterohepatico, ou seja, que nao ¢
reabsorvido e chega ao colon, ndo ¢ constante e ¢ influenciado por fatores dietéticos, tempo
de transito intestinal, estados patologicos, dentre outros (HOFMAN; HAGEY, 2008).

Os 4acidos biliares primarios sdo sintetizados no figado e constituem-se
principalmente pelos acidos coélico e quenodesoxicolico. Eles sdo secretados na bile
geralmente conjugados com os aminoacidos glicina ou taurina, o que aumenta sua
solubilidade em 4gua; em pH fisioldgico do meio duodenal, eles se encontram na forma
ionizada, e em geral formam sais com cations monovalentes, especialmente o sddio
(HOFMANN, 1999). Os acidos biliares secundarios sdo derivados dos primarios através de
modificagdes pela microbiota intestinal, sendo as principais delas desidroxilacdo e
desconjugacdo; a desconjugagdo bacteriana causa a menor solubilidade das moléculas em
meio 4acido, caracteristico das por¢des mais distais do intestino. Os &cidos biliares
secundarios de maior importdncia no organismo sdo os acidos litocolico (oriundo da
desidroxilagdo do acido quenodesoxicolico) e desoxicolico (da desidroxilacdo do acido
colico) (GOWDA et al., 2009).

Certas bactérias contém maquinaria enzimatica capaz de realizar as reagdes de
desconjugacdo e desidroxilacdo, constituindo um complexo sistema metabolico. As
principais enzimas envolvidas nesses processos sao as enzimas hidrolase e 7a-desidroxilase
(7a-hidroxicolanil desidroxilase), sendo a primeira responsavel pela clivagem da ligacao
peptidica que une os aminodcidos glicina ou taurina ao nucleo esterdide da molécula do
acido biliar (TANNOCK et al., 1994). A segunda enzima catalisa a remog¢ao do grupo 7a-
hidroxi do nucleo esteroide, transformando os acidos biliares primarios em secundarios.
Essa reacdo ¢ irreversivel e requer ambiente anaerobio para ocorrer. A 7a-desidroxilase
pode ser encontrada em diversas espécies bacterianas, mas somente algumas sdo realmente
capazes de realizar a desidroxilagdo (MITAL; GARG, 1995). Algumas espécies que podem
atuar no metabolismo de acidos biliares sdo Escherichia coli, Pseudomonas, Bacteroides,
Eubacteria, Bacillus, Clostridium, Proteus, Lactobacillus e Streptococcus (FLOCH, 2002).
A composi¢ao do pool dos acidos biliares varia quando as condi¢des de biotransformacao

sao modificadas, tais como alteragdes na microbiota € no transito intestinal; o transito mais
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lento favorece o maior contato da mucosa com os acidos biliares secundarios,
potencialmente toxicos e carcinogénicos (ZHANG et al., 1993).

Durante o ciclo enterohepético, os acidos biliares sdo absorvidos ativamente na
mucosa ileal, transporte que ¢ acoplado ao de sédio e promovido pela proteina ASBT
(apical sodium-dependent bile acid transporter). As moléculas conjugadas, e portanto mais
hidrofilicas, sdo mais eficazmente absorvidas na mucosa ileal. Outras duas proteinas sao
envolvidas no transporte intracelular dos acidos biliares até sua chegada no sangue venoso
portal, sendo elas a IBABP (ileal bile acid binding protein), que € responsavel pelo
transporte basolateral, e o dimero OST o/B, que regula a saida dos acidos biliares do
enterocito (HUANG et al., 2006; KEITEL; KUBITZ; HAUSSINGER, 2008).

A absorcdo ileal ¢ rigidamente regulada a fim de se adequar as demandas
fisiologicas. O principal fator envolvido ¢ o FXR (farnesoid X receptor), um receptor
nuclear majoritariamente expresso na mucosa ileal, mas também em outros tecidos, como
figado, glandula adrenal e rins. Em tecido hepatico, a ligacdo dos acidos biliares com o
FXR promove o aumento da conjugacao e estimula a producdo de bile. Nos enterdcitos, a
ativacao do FXR culmina em menor expressao da ASBT e maiores de IBABP e OST o/,
resultando em menor captagdo ileal e prevencdo do estabelecimento de niveis toxicos
intracelulares. Os acidos biliares sdo os principais ligantes do FXR e principais reguladores
de seu metabolismo, em mecanismo de feedback (HOUTEN; WATANABE; AUWERX,
2006; KEITEL; KUBITZ; HAUSSINGER, 2008; MARTINEZ-AUGUSTIN; MEDINA,
2008).

Apo6s a absor¢cdo na mucosa coldnica e chegada no tecido hepatico, os acidos
biliares secundarios sdo metabolizados por vias diferentes. O 4cido desoxicolico ¢
conjugado e incorpora o pool circulante de 4cidos biliares, compondo cerca de 20% dos
acidos biliares totais na bile humana. O acido litocdlico € conjugado, frequentemente
sulfatado e excretado na bile, porém pouca quantidade ¢ reabsorvida no ileo e grande parte
¢ excretada nas fezes (MARTIN et al., 2007; GOWDA et al., 2009).

Devido a sua propriedade tensoativa, os acidos biliares sdo de crucial importancia
para a absorc¢do de lipidios e de vitaminas lipossoliveis no intestino delgado. Seus papéis

fisiologicos, no entanto, ndo se confinam somente ao nivel intestinal, sendo também
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reconhecidos como sinalizadores de fungdes enddcrinas importantes envolvidas com o
metabolismo energético, de glicose e de lipidios (WATANABE et al., 2004; WATANABE
et al., 2006). Eles ainda sdo responsaveis pela solubilizagdo de xenobioticos lipofilicos que
sdo secretados na bile, pela ligagdo com metais pesados no trato biliar e pela ligagdo com
cations bivalentes, como calcio e ferro, aumentando sua absor¢ao no intestino delgado; os
acidos quenodesoxicolico e desoxicolico podem ainda atuar como osmosensores,
estimulando o colondcito a secretar 4gua e eletrdlitos no limen. Podem atuar ainda como
agentes bacteriostaticos, promovendo prote¢do a mucosa gastrointestinal em concentragdes
fisiologicas. A manutencdo da fungdo de barreira da mucosa intestinal ocorre através do
estimulo a secrecdo de mucinas, adesdo de enteropatogenos e de enterotoxinas; evita-se
assim o supercrescimento da populacdo microbiana local e a translocacdo bacteriana, bem
como a invasdo de bactérias entéricas para os tecidos adjacentes (HOFMANN, 1999;
HOFMANN; HAGEY, 2008).

Os acidos biliares estao relacionados a maior secre¢ao de citocinas e outros
mediadores quimicos envolvidos na enteroprotecdo, tais como a interleucina IL-18 e
angiogenina 1 (INAGAKI et al., 2006). Em niveis moderadamente elevados, os acidos
biliares se mostraram protetores em hepatdcitos, acelerando sua regeneracao; esse efeito foi
particularmente associado ao acido colico (HUANG et al., 2006; KIM et al., 2007).

No entanto, evidéncias epidemioldgicas entre exposi¢do aos acidos biliares e
doengas gastrointestinais foram tracadas na literatura, em particular os estudos que
associam elevados niveis séricos e fecais dos acidos desoxicolico e litocolico a maior
incidéncia de cancer colorretal (FOTIADIS et al., 2008). Os acidos biliares secundarios
possivelmente influenciam a tumorigénese através do estimulo a proliferacdo do epitélio
intestinal, da inibicdo da apoptose e a inducdo ao stress oxidativo celular, atuando como
agentes pro-inflamatorios (JANSEN, 2007). Concentragdes anormalmente elevadas de
acidos biliares, tanto intra quanto extracelulares, sdo frequentemente observadas em
pacientes com doencgas hepatobiliares; quanto mais hidrofoébica a molécula do acido biliar,
maior a toxicidade do mesmo (FOTIADIS et al., 2008). McMillan et al. (2000)
comprovaram que os acidos de maior toxicidade diminuiram o efeito apoptotico do acido

butirico em linhagens celulares de adenoma AA/C1, em concentragcdes compativeis com as
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normalmente encontradas em pacientes com cancer colorretal; tais efeitos, porém, foram
revertidos com o aumento da dosagem do acido butirico.

Foi demonstrado que alguns tipos de fibras tém capacidade de se ligar aos 4cidos
biliares, diminuindo sua reabsor¢ao no ileo e aumentando sua excrecao fecal. Essa alteragao
no ciclo enterohepatico consequentemente diminui o pool hepatico de sais biliares. Garcia-
Diez et al. (1996), avaliando o efeito hipocolesterolémico da pectina in vivo, observaram
um aumento significativo de 168% na excregdo fecal de acidos biliares dos animais que
receberam pectina na concentra¢do de 7% da dieta, em comparagdo a dieta isenta de fibra.
Além disso, o consumo da pectina promoveu menores niveis séricos e hepaticos de
colesterol e ainda aumento na atividade das enzimas envolvidas em seu metabolismo, sendo
todos esses efeitos favoraveis a hipocolesterolemia. J& Trautwein et al. (1998) nao
observaram o mesmo efeito, uma vez que os animais alimentados com dieta contendo 8%
de pectina ndo apresentaram aumento na excre¢do fecal de acidos biliares em relagdo ao
controle celulose, bem como os animais que consumiram dieta contendo goma guar.
Animais que receberam psyllium como fonte de fibra, no entanto, apresentaram aumento

significativo nas concentracdes desses acidos nas fezes, em comparagdo aos demais grupos.

1.4.3. FERMENTABILIDADE DA FIBRA ALIMENTAR

A fermentabilidade da fibra alimentar ¢ influenciada por fatores tais como sua
solubilidade em agua, fonte alimentar, composicdo monomérica dos sacarideos e tipos de
ligacdo glicosidica da cadeia, grau de polimerizagao e de ramificacdo da molécula, arranjo
estrutural adquirido, presenga de grupos funcionais na cadeia, grau de lignificacdo da
parede celular, grau de processamento e tempo de transito intestinal (MONTAGNE;
PLUSKE; HAMPSON; 2003). A solubilidade da molécula é grande preditora do seu grau
de fermentabilidade; quanto maior a dispersibilidade em agua, mais facilmente a bactéria
terd condicdes de penetrar em sua estrutura e ter acesso ao polissacarideo para seu
metabolismo (SCHNEEMAN, 1999). No caso da fibra insoluvel, a fermentabilidade ¢
controlada pela porosidade, tamanho da particula e superficie disponivel ao contato com a

bactéria (GUILLON; CHAMP, 2000). O transito intestinal influencia o tipo ¢ a quantidade
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de substratos disponiveis a fermentacdo que chegam ao coélon, o que indiretamente
influencia a atividade fermentativa da microbiota. Além de estimular o crescimento da
microbiota, o transito intestinal acelerado diminui a absor¢do de AGCC e
consequentemente o pH do limen intestinal; ha também aumento da massa fecal (EL
OUFIR et al., 2000). A celulose e as hemiceluloses podem ser digeridas em até 50 a 80%,
respectivamente; ja as gomas, pectina e certos oligossacarideos podem ser totalmente
fermentados pela microbiota intestinal. A lignina ¢ pouco fermentada devido aos pequenos
espacos intracelulares que limitam, além da hidratagdo, a acdo das enzimas bacterianas
(SPILLER, 2001).

Dietas humanas variam enormemente em relacdo aos tipos e quantidades de
substratos fermentaveis, o que afeta a quantidade e o padrio dos AGCC a serem
produzidos. Os carboidratos sdo os principais substratos para a fermentacdo colonica,
porém polifendis e proteinas resistentes a hidrdlise enzimatica sdo associados a fracao
insoluvel da fibra alimentar e podem ser fermentados pela microbiota. A proteina resistente
¢ utilizada como fonte de nitrogénio e como fonte de energia secundéria, na medida em que
as fontes de origem carboidracidica vao sendo consumidas. Cerca de 3,5% da fibra
insoltivel pode ser constituida de proteina resistente em vegetais (GONI et al., 2009). Cerca
de 6 a 18g de compostos nitrogenados chegam ao colon diariamente, sendo grande parte
constituida por proteinas de origem endogena. As proteinas de origem dietética contribuem
com 3 a 9g desse total. A proteodlise bacteriana ¢ mais frequente no célon distal, e gera
acidos graxos de cadeia ramificada e alguns produtos considerados toxicos ao organismo,
dentre eles amodnia e compostos sulfurados (EGERT, 2006; KOVATCHEVA-DATCHARY
et al., 2009).

Dentre os substratos mais utilizados na fermentagdo colonica, destaca-se o amido
resistente. Cerca de 5 a 20% do amido dietético ndo ¢ digerido e absorvido no intestino
delgado, alcangando o intestino grosso e atuando como fibra alimentar (SAURA-
CALIXTO, 2006; MENEZES et al, 2010). Estudos comprovam que a fermentagdo do
amido resistente leva a maior produ¢do dos acidos graxos acético e, principalmente,
butirico; podem ser observadas mudangas na concentragdo luminal desses acidos, em sua

excrecao ou em ambos, o que reflete modificagdes na producdo, absorcao e no transito
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intestinal (LE BLAY et al., 1999; GONI; MARTIN-CARRON, 2001). O grau de
fermentagdo varia de acordo com o tipo de amido resistente em questdo (forma
naturalmente encontrada no alimento, amido retrogradado ou amido quimicamente
modificado) (MENEZES et al., 2010).

A fibra dietética ¢ o segundo substrato energético mais utilizado pela microbiota.
As fibras insoluveis, apesar de pouco fermentadas, podem se ligar a substratos
fermentesciveis, tais como oligossacarideos ndo digeriveis e o proprio amido resistente, e
carrega-los durante a passagem pelo trato gastrointestinal até o sitio de fermentagdo. J4 as
fibras soluveis, em geral, sio mais amplamente fermentadas. Estudo de Kishimoto et al.
(1995) demonstrou que a fermentagdo de fibras soliiveis como dextrinas resistentes e
pectina ocorre em maior extensdo do que a fermentagdo da fibra de milho, tida como
insoluvel. A producdo de AGCC foi significativamente maior em material cecal de ratos
alimentados com as fibras soliveis, em comparagdo aos animais que receberam a fibra
insoluvel, e ainda aos animais que receberam dieta isenta de fibra. Harris, Tasman-Jones e
Ferguson (2000), visando avaliar o efeito de diferentes tipos de fibras no metabolismo
fermentativo, observaram concentragdes similares de AGCC em ceco de ratos alimentados
com fibra de trigo (insoluvel) em relacdo ao grupo controle (isento de fibra), enquanto que
em grupo suplementado com pectina, observou-se um aumento de 3 vezes na concentragao
dos AGCC em relagdo ao controle. Os autores salientam que, embora a produgdo de AGCC
ndo tenha diferido entre os grupos controle e fibra de trigo, a proporc¢ao de acido butirico
foi cerca de 3 vezes maior no grupo que recebeu fibra de trigo.

Os géneros bacterianos sacaroliticos predominantes sao Bacteroides sp.,
Bifidobacterium sp., Eubacterium sp., Lactobacillus sp. e Clostridium sp.. A maioria das
espécies sacaroliticas atua no colon proximal e metaboliza carboidratos pela via Embden-
Meyerhoff-Parnas, originando como principais produtos finais AGCC de cadeia linear e
gases, principalmente CO, e H, (EL OUFIR et al., 2000). O grupo majoritario de bactérias
sacaroliticas pertence ao género Bifidobacterium, que constitui 25% da populagdo
bacteriana total no adulto e 95% no recém-nascido; esse género metaboliza a glicose pela
via da frutose-6-fosfato (via bifida), devido a presenga da enzima frutose-6-fosfato

fosfocetolase. Essa enzima catalisa a reacdo de hidrolise da frutose no extremo nao

31



reduzido de alguns agucares em posigao [-2,1, originando como principais produtos finais

os acidos acético e latico (FOOKS; FULLER; GIBSON, 1999).

1.4.4. PRODUCAO DE ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA

Os AGCC sao acidos organicos com 1 a 6 atomos de carbono e sdo os principais
produtos do metabolismo fermentativo das bactérias coldnicas, a partir da fermentacdo de
polissacarideos, oligossacarideos, proteinas, peptideos e glicoproteinas. O processo
fermentativo envolve uma série de reagdes em meio anaerdbico, com a degradagdo da
matéria organica a energia utilizavel pela microbiota intestinal para seu crescimento e
manutencdo, além de outros produtos como agua e os gases metano, H, e CO,. Os
principais efeitos dos AGCC se dao ao nivel intestinal e se relacionam com a fungao
coldnica, embora também possam ser substrato metabdlico para outros tecidos (WONG et
al., 2000).

A producdo de AGCC ¢ determinada por fatores tais como numero e tipo de
microrganismos presente no colon e ceco, fonte de substrato e tempo de transito intestinal.
Ceco ¢ colon proximal s3o os principais sitios de fermentagdo; no colon distal, dgua e
substratos para a fermentacdo sdo escassos. Apesar de a produgao dos AGCC nao ser
uniforme dentre as diferentes regides do intestino grosso, as concentragdes in sifu podem
até ser semelhantes, uma vez que a capacidade absortiva pode variar entre as regides. De
modo geral, porém, a concentragdo total de AGCC no co6lon proximal ¢ maior que no distal,
acarretando em menores valores de pH nesse local (TOPPING; CLIFTON, 2001).

A absor¢ao dos AGCC no colon e ceco ¢ muito eficiente, sendo 5 a 10% excretado
nas fezes. Por essa razdo, intervencdes em humanos sdo menos precisas, ja que a dosagem
de AGCC em fezes ndo reporta, necessariamente, a real concentragdo dos mesmos in loco
(TOPPING; CLIFTON, 2001). Alguns mecanismos absortivos propostos sdo difusdo
passiva dos 4cidos protonados através da membrana lipidica, troca idnica ou difusdo
paracelular da forma anionica. O processo absortivo no colon estd associado ao transporte
de agua, a maior absorcdo de s6dio e maior excre¢do de bicarbonato, e parece ser maior no

colon distal que no proximal (CUMMINGS et al., 1987, VELAZQUEZ et al., 1997;
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SENGUPTA et al., 2006). Uma vez absorvidos, os AGCC podem ser metabolizados nos
seguintes tecidos: células epiteliais do ceco e colon, que utilizam o 4cido butirico (70 a
90%) como principal fonte energética; hepatocitos, que metabolizam o 4cido butirico
residual e o 4cido propidnico na gliconeogénese, e ainda 50 a 70% do acido acético captado
pelo tecido; células musculares, que oxidam o 4cido acético residual para geragcdo de
energia. A energia oriunda da oxidacdo dos acidos graxos supre 60 a 70% da energia
necessaria para o metabolismo dos colondcitos, reduz a oxidagdo da glicose, e poupa
piruvato e glutamina, sugerindo uma hierarquia no uso de combustiveis energéticos
(WONG et al., 2006).

O 4cido acético ¢ o principal AGCC produzido pela microbiota; ele ¢ rapidamente
absorvido e transportado para o figado, sendo pouco utilizado pelos colonocitos. A
presenga de acetil CoA sintetase no citoplasma de glandulas mamarias e tecido adiposo
permite a utilizagdo do acetato na lipogénese, uma vez na circulagdo sistémica; a acetil
CoA sintetase mitocondrial no musculo esquelético, rins e coragao permite sua utilizagao
como substrato energético. Em estudos com humanos o 4cido acético ¢ usado para
monitorar eventos coldnicos, pois € o acido graxo mais abundante em sangue periférico
(TOPPING; CLIFTON, 2001; VOGT et al., 2004).

O acido acético ¢ substrato primario para sintese de colesterol; no entanto, alguns
estudos comprovam o papel dos AGCC na inibi¢do da sintese de colesterol e na diminui¢do
da trigliceridemia. Essa a¢ao hipolipidémica varia de acordo com o substrato utilizado na
fermentagdo, uma vez que diferentes substratos podem gerar diferentes padrdes de
producao de AGCC, e consequentemente diferentes efeitos fisioldgicos. A fermentacao da
lactulose, por exemplo, aumenta a producdo de acetato e a captagdo hepatica do mesmo,
estimulando a lipogénese hepatica (JENKINS et al., 1991; VOGT et al., 2004). Fibras
soliveis com propriedades de aumentar a viscosidade, como o psyllium e goma guar,
podem reduzir a lipidemia por aumentar a excregao fecal de acidos biliares. Além disso, a
fermenta¢do das fibras viscosas gera maior quantidade de propionato, que ¢ atribuida a
hipolipidemia, superando o efeito do acetato na lipogénese (ROBERFROID et al., 2010).

O 4cido propionico ¢ relatado como sendo inibidor da sintese de colesterol no

tecido hepatico, culminando no efeito hipolipidémico. Ele parece modular a atividade de
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enzimas-chave na biossintese de colesterol, a saber, as enzimas 3-hidroxi 3-metilglutaril
CoA (HMGCoA) redutase e sintase (BROWN et al., 1999; THEUWISSEN; MENSINK,
2008). Aparentemente a razdo acetato:propionato ¢ mais preditora do efeito
hipocolesterolémico e hipolipidémico do que o propionato isoladamente. Estudo de
Wolever et al. (1991) relatou que a infusdo retal de 180 mmol de propionato em humanos
ndo afetou as concentragdes séricas de lipidios, mas com a combinagdo de 60 mmol de
propionato e 180 mmol de acetato, houve decréscimo da lipidemia e impediu-se o aumento
de LDL-c observado com a infusdo de acetato sozinho. Em estudo posterior, Wolever et al.
(1996) observaram correlacdo positiva entre a razdo acetato:propionato e¢ o nivel de
colesterol sanguineo em homens. Outros autores, no entanto, observaram efeito inverso e
ainda sugerem um possivel papel hipocolesterolémico também para o acetato (BRIDGES et
al., 1992, HARA et al., 1998).

Outro efeito fisioldgico importante atribuido ao acido propidnico diz respeito ao
seu papel na homeostase glicidica. Ele parece ter fungdes contrarias e competitivas, atuando
tanto como substrato quanto inibidor na gliconeogénese. Como substrato, ele participa da
via entrando no ciclo de Krebs ao nivel de succinil CoA, e assim forma-se glicose de novo.
Seu papel inibitério tem a ver com seus produtos de metabolismo intermediario,
metilmalonil CoA e succinil CoA, inibidores da piruvato carboxilase. Em ruminantes, o
propionato ¢ o principal precursor da gliconeogénese, mas o metabolismo em humanos ¢
menos compreendido (TOPPING; CLIFTON, 2001; WONG et al. 2006).

O 4cido butirico ¢ primariamente metabolizado pelos colondcitos e parece estar
envolvido na protecdo e manutencdo da integridade da mucosa colonica; ele ¢
frequentemente associado a prevencdo do cancer de coélon, uma vez que atua no
metabolismo, na proliferacio e no controle da diferenciacdo celular de colondcitos
(CHERBUT, 2002; GONI; MARTIN-CARRON, 2001). Foi demonstrado que o &cido
butirico pode exercer efeito apoptotico em células tumorais no cancer colorretal,
concomitante ao estimulo a proliferagdao celular em linhagens normais, especialmente na
mucosa atréfica devido a privagdo de energia. Tal efeito foi chamado de “paradoxo do
butirato”, e pode ser explicado através das diversas condi¢des de experimento: ensaios in

vitro X in vivo, estagio de desenvolvimento do cancer € momento de administragcdo do acido
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butirico, quantidade a ser fornecida, tempo de administragdo, fonte de fibra alimentar
oferecida, interagdo com lipideos da dieta. Em outras palavras, os efeitos na proliferagado e
apoptose celular parecem estar mais relacionados as condi¢cdes nas quais essas linhagens se
encontram, ¢ ndo necessariamente as diferencas entre células normais e neoplasicas
(LUPTON, 2004; SENGUPTA et al., 2006). Outros mecanismos atribuidos ao butirato na
protecao ao cancer colorretal estdo ligados a maior producao de mucina e a modulagcao da
expressdo de genes relacionados ao stress, a carcinogénese € ao metabolismo de drogas
(FERGUSON et al., 2001; SCHARLAU et al., 2009).

O acido butirico também estd implicado na prevengdo e tratamento de doencas
inflamatoérias intestinais, tais como colite ulcerativa e doenga de Crohn, por conta do efeito
trofico na mucosa e da acdo anti-inflamatoria exercida. Possivelmente, ele atua inibindo a
produgdo e a secrecdo de mediadores inflamatdrios, como as citocinas interleucina-6 (IL-6),
IL-8 e o fator de necrose tumoral a (TNFa) (GALVEZ et al., 2005).

Estudos populacionais comprovam que a proporcao de acidos graxos produzidos
se da em torno de 60:20:15 dos 4cidos acético, propidnico e butirico, respectivamente
(EASTWOOD, 1992). Outros acidos organicos, tais como os acidos latico, valérico ou
succinico, podem ser encontrados em menores quantidades, bem como acidos graxos de
cadeia ramificada, como o isobutirico e isovalérico. Mudangas dietéticas podem acarretar
em mudancas no padrdo de produgdo e na absor¢ao dos compostos (TOPPING; CLIFTON,
2001; ROBERFROID et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a composicdo da fibra da folha de taioba e algumas propriedades

funcionais bioldgicas in vivo promovidas pelo consumo da folha liofilizada.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter e caracterizar quimicamente a folha de taioba liofilizada;
e Purificar e fracionar a fibra em soluvel e insoluvel, através de método
enzimico-gravimétrico;
e Determinar parcialmente a composi¢cdo da fibra mediante o uso de método
enzimico-quimico;
e Desenvolver ensaio biologico para determinar o efeito do consumo da folha
de taioba liofilizada:
o No perfil de acidos graxos no co6lon e no ceco dos animais;
o Na composicao dos acidos biliares no c6lon e no ceco dos animais;
o Na modulacdo da microbiota intestinal dos animais, visando avaliar

um possivel efeito prebidtico.
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3. METODOS

3.1. OBTENCAO E CARACTERIZACAO QUIMICA DA FOLHA DE
TAIOBA LIOFILIZADA

As folhas de taioba foram adquiridas na Central de Abastecimento de Campinas
S.A. — CEASA, Campinas, SP. Para obtencdo do liofilizado, as folhas foram lavadas,
picadas, coccionadas e secas em liofilizador (Modelo LP 1010, Liobras Ind. e Com. Ltda,
Sao Carlos, SP) para posterior moagem em micro-moinho (Modelo TE 048, Tecnal,
Piracicaba, SP), para obten¢ao de p6 com granulometria de 10 mesh.

Os teores de proteina bruta, umidade e cinzas foram determinados segundo os
métodos descritos pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995) e o teor
de lipideos determinado conforme metodologia de Bligh & Dyer (1959). O contetdo de
carboidratos totais foi estimado por diferenca. Para calculo do teor protéico, foi utilizado o
fator de conversdo nitrogénio: proteina de 5,22, adequado para hortalicas (SOSULSKI;
IMAFIDON, 1990).

Os aminoacidos totais presentes na farinha foram determinados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) apds hidrélise em meio acido e derivatizacdo com
fenilisotilcianato, segundo metodologia modificada de White, Hart e Kry (1986) e Hangen,
Frost e Augustin (1989).

3.2. ANALISE QUANTITATIVA E QUALITATIVA DA FRACAO FIBROSA
DA FOLHA DE TAIOBA

A fibra alimentar foi caracterizada quantitativa e qualitativamente por duas

abordagens metodologicas.
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3.2.1. METODO ENZIMICO-GRAVIMETRICO

O método utilizado foi o descrito por Prosky et al. (1988) e recomendado pela
AOAC (Método 985.29), cujo principio se baseia na digestdo enzimatica da amostra com
fim de extrair o amido e a fragdo protéica, seguida da precipitagdo em etanol, acetona e
separacao das fibras soluvel e insoluvel. As enzimas utilizadas no procedimento foram a-
amilase termoestavel, protease e amiloglicosidase (Sigma, Missouri, EUA). Os valores
encontrados na andlise sdo corrigidos para cinzas e proteinas conforme preconizado pela

metodologia.

3.2.2. METODO ENZiMICO-QUIMICO

Utilizou-se o método descrito por Englyst, Quigley e Hudson (1994). A amostra
foi submetida as etapas de digestdo enzimatica e precipitacdo em solucdo 4cida de etanol,
de forma semelhante ao método descrito anteriormente. Em seguida, procedeu-se com a
hidrolise acida da fibra em acido sulfirico durante 30 minutos a 35°C, com liberagdo dos
mondmeros constituintes. Os mondmeros foram identificados e quantificados através de
analise por HPLC (cromatografo Dionex modelo ICS3000, Sunnyvale, Califérnia, EUA;
coluna Dionex modelo CarboPac PA1, 4x250mm, Sunnyvale, Califérnia, EUA; detector
PAD; eletrodo de referéncia AgCl; descricdo da forma de onda: Potencial Padrio
Quaternario). Utilizou-se como fase movel a dgua (fluxo de 0,7mL/min) e reagdo pos
coluna com NaOH 200mM (fluxo de 0,3mL/min). O volume de inje¢ao foi de 25uL e as
temperaturas do forno e do detector foram de 21°C.

A lignina foi quantificada por método gravimétrico (THEANDER et al., 1995).

3.3.  ENSAIO BIOLOGICO
Realizou-se ensaio biologico para determinar as caracteristicas nutricionais

primarias da fibra na taxa de crescimento do rato e conversdo alimentar, bem como seu

possivel efeito como prebiotico.
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3.3.1. DELINEAMENTO DO ENSAIO E DIETAS

Foram utilizados ratos Wistar recém-desmamados com 21 dias, livres de
patdgenos especificos (SPF), provenientes do Centro Multidisciplinar de Investigacao
Biologica (CEMIB/UNICAMP). Apds um periodo de 3 dias de adaptagdo, os animais

foram divididos randomicamente em 5 grupos distintos:

. Grupo 1 (G1): dieta AIN 93-G padrio com 5% de celulose (controle
negativo);

. Grupo 2 (G2): dieta AIN 93-G modificada com 2,5% de celulose 2,5% de
inulina (controle positivo 5% de fibra);

. Grupo 3 (G3): dieta AIN 93-G modificada com 2,5% de celulose e 2,5% de
fibra de taioba (experimental 5% de fibra). Para fornecimento de 2,5% de fibra, a
folha de taioba foi adicionada de modo a constituir 7% da dieta;

. Grupo 4 (G4): dieta AIN 93-G com 5% de celulose e suplementagcdo com
2,5% de fibra de taioba (experimental 7,5% de fibra). Para fornecimento de 2,5%
de fibra, a folha de taioba foi adicionada de modo a constituir 7% da dieta;

. Grupo 5 (G5): dieta AIN 93-G com 5% de celulose e suplementacdo com
2,5% de inulina (controle positivo 7,5% de fibra).

As dietas foram preparadas segundo as recomendagdes da AIN 93-G (REEVES et
al., 1993) com concentracdo de proteina de, no minimo, 12% (GOENA, 1989). A
quantidade de caseina adicionada as dietas ndo foi modificada nos diferentes grupos pelo
fato de que a adicdo ou substituicdo de 2,5% de fibra de taioba ndo acarretaria em

alteracdes significativas no teor protéico (incremento de 1,4% de proteina).

Na Tabela 3 ¢ apresentada a formulagdo das dietas utilizadas no presente estudo.
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Tabela 3. Composicao das dietas utilizadas durante 28 dias de ensaio bioldgico

Dietas
Ingredientes (g/kg) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
(G1) (G2) (G3) (G4 (G5)

Oleo de soja 70 70 70 70 70
Celulose 50 25 25 50 50
Inulina - 25 --- - 25
Fibra de taioba - - 25 25 ---
AIN-93 Mix Minerais 35 35 35 35 35
AIN-93 Mix Vitaminas 10 10 10 10 10
L-cistina 3 3 3 3 3
Bitartarato de colina 2.5 2.5 2,5 2,5 2.5
TBHQ 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014
Caseina (89%) 134,83 134,83 134,83 134,83 134,83
Amido de milho 438,48 438,48 438,38 413,73 42281
Maltodextrina 145,62 145,62 145,62 137,4 140,42
Sacarose 110,42 110,42 110,42 104,18 106,47

AIN 93-G (REEVES et al., 1993).

A inulina (Raftline®HP-Gel) foi cedida pela Orafti (Clariant S.A., S3o Paulo,
Brasil) e foi utilizada no grupo controle positivo devido ao seu potencial prebiodtico
comprovado em literatura (MUNJAL et al., 2009).

Foram utilizados 9 animais em cada grupo, em ensaio com duragdo de 28 dias,
temperatura do ambiente controlada (22 + 2°C), umidade relativa entre 40 e 60%, em ciclo
claro/escuro de 12 horas, tendo os animais livre acesso a dieta e a dgua. Todas as dietas
tiveram sua composi¢cdo centesimal determinada. Durante o periodo de experimento, o

consumo de dieta e 4gua, bem como do ganho ponderal, foram registrados a cada 2 dias.
3.3.2. FINAL DO PERIODO EXPERIMENTAL
No dia do sacrificio, os animais permaneceram em jejum por 12 horas e, apds

eutandsia, foram coletadas as por¢des proximais do intestino grosso (ceco e colon) para a

realizacdo de andlises referentes ao perfil de acidos graxos na regido, composi¢ao de acidos
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biliares ¢ microbiota (métodos descritos a seguir). Para as analises de AGCC e &cidos
biliares, os conteudos cecais (n=6-7/grupo) e colonicos (n=9/grupo) dos animais foram
coletados utilizando-se tesouras e pingas estéreis € armazenados em tubos plasticos, na
temperatura de -80°C até o momento das analises.

Para as analises microbioldgicas, o conteido cecal de 2-3 animais/grupo foi
coletado proximo a chama do bico de Bunsen, utilizando-se tesouras, pingas e espatulas
estéreis, transferido para placas de Petri estéreis e imediatamente armazenado em jarra de
anaerobiose (Probac do Brasil, Sdo Paulo, SP) com gerador de anaerobiose Anaerobac
(Probac do Brasil, Sao Paulo, SP). A jarra de anaerobiose foi mantida a temperatura de
-80°C até o momento das analises (SPANHAAK et al., 1998). As fezes dos animais foram
coletadas e pesadas 48 horas antes do sacrificio.

O ensaio biolégico foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (CEUA/IB/UNICAMP),

Protocolo Nuimero 2140-1 (em anexo).

3.3.3. DETERMINACAO DE ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA EM
COLON E CECO

Foi realizada de acordo com a metodologia da AOAC (1997). Foram pesados 100-
200mg de amostra, adicionados 2,5mL de acetona e homogeneizado em vortex, com
posterior incubagdo em banho ultrassom por 15 minutos. As amostras foram submetidas a
filtragdo em membrana de 0,45um, transferéncia para o vial e posterior inje¢ao de aliquota
de SpuL em cromatdgrafo gasoso (Young Lin, modelo 6000 series GC System Controller,
detector FID, Anyang, Cor¢ia), utilizando-se coluna Ohio Valley Capilar OV- 1 Bonded
30 m x 0,32 pm x 0,50 pum, Ohio, EUA). As condi¢des cromatograficas foram as
seguintes: temperaturas do injetor e do detector de 260 e 285°C, respectivamente; fluxo de
2,0mL/min; temperatura do forno de 60°C nos primeiros 5 minutos, com aumento de
15°C/min até 100°C, sendo mantida a temperatura por 1 minuto, e posterior aumento de
100°C/min até 320°C, sendo mantida a temperatura por 10 minutos. O gés carreador

utilizado foi o gés hélio e a razdo de split foi de 15:1. Os AGCC foram identificados e
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quantitativamente determinados pela comparagdo dos tempos de retencdo e das areas dos
picos da amostra, com os padrdes (4cidos acético, propidnico e butirico; Sigma, Missouri,

EUA).

3.3.4. DETERMINACAO DOS ACIDOS BILIARES EM COLON E CECO

Foi realizada de acordo com a metodologia de Batta et al. (1999). Foram pesados
100-200mg de amostra, adicionados de 0,8mL de N- butanol e 0,15mL de 4cido cloridrico,
sendo incubados em banho-maria a 60°C por 4 horas, com agitagao suave. Apds a hidrolise
acida, as amostras foram centrifugadas (4000gx5min) e aliquotas de 0,2mL foram retiradas
para posterior secagem sob fluxo de nitrogénio. O residuo foi adicionado de 0,2mL de
solucdo derivatizante hexametildisilazano:trimetilclorosilano:piridina (Sigma, Steinheim,
Alemanha) na propor¢do de 3:1:9 v/v, e a mistura foi incubada em banho-maria a 55°C
por 30 minutos com agitagdo suave, seguido de secagem sob fluxo de nitrogénio. Ao
trimetilsilil derivado formado, foram adicionados 0,2mL de hexano (Fisher Scientific, Nova
Jersey, EUA), com posterior filtragdo em membrana de 0,45um, transferéncia para o vial e
injecdo de aliquota de 2ul em cromatografo gasoso (Young Lin, modelo 6000 series GC
System Controller, detector FID). Utilizou-se a coluna SGE Capilar BD20 (60m x 0,25 pum
x 0,25 um, SGE International Pty. Ltda, Australia), gas hélio e razdo de split 5:1. As
condi¢cdes cromatograficas foram as seguintes: temperaturas do injetor e detector de 260°C
e 285°C, respectivamente; fluxo de 2,0 mL/min; temperatura do forno de 150°C nos
primeiros 2 minutos, com posterior aumento de 20°C/min até¢ 278°C, sendo mantida a
temperatura por 50 minutos. Os 4cidos biliares foram identificados e quantitativamente
determinados pela comparacdo dos tempos de retencdo e das areas dos picos da amostra,
com os padrdes (4cidos colico, quenodesoxicolico, desoxicolico e litocolico; Sigma,

Missouri, EUA).
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3.3.5. CARACTERIZACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL

Os contetdos intestinais de 2-3 animais por grupo foram descongelados e
homogeneizados a fim de se formar um pool. Um grama do pool cecal foi transferido
assepticamente para sacos estéreis (Nasco, EUA), suspenso em 99 mL de 4gua peptonada e
homogeneizado durante 6-12 minutos em homogeneizador de amostras para analise
microbiolégica (Nova Etica, Brasil). Dilui¢des seriais foram preparadas para plaqueamento
em superficie (0,1mL) nos meios especificos para cada microrganismo, conforme descrito a
seguir.

Para a contagem de Lactobacillus sp., foi utilizado o dgar Man Rogosa e Sharp
(MRS, Acumedia, EUA) com incubagdo a 37°C/48h em anaerobiose (YOSHIOKA; ISEKI;
FUJITA, 1983); para as bifidobactérias, foi utilizado o meio Bifidobacterium medium 25
(BIM-25) com incubagao a 37°C/72h em anaerobiose (MUNOA; PARES, 1988); para as
enterobactérias, foi usado o dgar MacConkey (Acumedia, EUA) com incubagao a 37°C/48h
(BRIGIDI et al., 2001); para a contagem de clostridios, foi utilizado o agar Reinforced
Clostridium Agar (RCA, HiMedia Lab Ltda., India) com incuba¢io a 37°C/48h em
anaerobiose (MARZOTTO et al., 2006); por fim, para o gé€nero Bacteroides sp., foi
utilizado o agar Bile Esculin Agar (BBE, Acumedia, EUA) com incubacao a 37°C/72h em
anaerobiose (LIVINGSTON et al., 1978).

3.4. ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram submetidos a anélise de varidncia (ANOVA) e ao teste post

hoc de Duncan, utilizando-se o software SPSS 11.0 for Windows. As diferengas foram

consideradas significativas seguindo o nivel de significancia de p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DETERMINACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL DA FOLHA DE
TAIOBA LIOFILIZADA

A composicao centesimal da folha de taioba liofilizada encontra-se na Tabela 4.

Tabela 4. Composicao centesimal média da folha de taioba liofilizada

Composiciao g/100g em base seca
Carboidratos 53,89+ 1,42
Proteinas 24,52 +1,48
Lipideos 10,63 £0,26
Cinzas 8,24 £ 0,06
Umidade 2,72+ 0,07

Valores expressos em média = EP

Diversos autores tém estudado a composi¢do quimica de vegetais folhosos e os
beneficios de seu consumo na alimentagdo humana. O teor protéico encontrado na folha de
taioba foi maior que os teores encontrados nas folhas de repolho, couve, nabo e amendoim,
relatados em pesquisa de Mosha e Gaga (1999). Pinto et al. (2001), em estudo que avaliou a
composi¢do centesimal da folha de taioba, encontraram teor de proteina maior do que o
observado no presente trabalho (28% em base seca), divergindo também no teor de cinzas
(15%) e de lipidios (6%). Ja Leterme et al. (2005) obtiveram resultado similar ao
encontrado no presente estudo para o teor de proteina na folha de taioba (cerca de 24% em
base seca). Kala e Prakash (2004) observaram menores teores de lipidios em folhas de
amaranto, espinafre e shepu, uma hortalica amplamente utilizada na India, em comparagao
a folha de taioba. Em relacdo ao teor protéico, somente a folha de shepu apresentou

superioridade ao teor encontrado no presente estudo.
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A folha de taioba apresentou maior teor de cinzas em comparacao as folhas de
couve e repolho, e menor teor em comparagdo as folhas de espinafre e amaranto (MOSHA;
GAGA, 1999; KALA; PRAKASH, 2004). Gupta et al. (2005), avaliando a composi¢ao
quimica de hortalicas de consumo pouco difundido na India, encontraram teores de cinzas e
lipideos menores que os observados na folha de taioba, sendo o teor de proteinas bastante
variavel entre as espécies estudadas.

Os teores de fibra alimentar total, soluvel e insoluvel da folha de taioba liofilizada

encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5. Teores médios de fibra alimentar total, soliivel e insolivel da folha de taioba

liofilizada
Fibra alimentar g/100g em base seca
Total 35,23 +£0,26
Solivel 6,82 + 0,06
Insoluvel 28,40 £ 0,21

Valores expressos em média = EP

A fibra alimentar total compde 35,23% do liofilizado, com predominancia da
fragdo insoluvel (28,4%) em relagdo a soluvel (6,82%). Khanum et al. (2000) avaliaram o
teor de fibra em diferentes alimentos comumente consumidos na india. Dentre os vegetais
folhosos analisados, as folhas de repolho, shepu e feno-grego apresentaram valores de fibra
alimentar total e fibra insoluvel proximo aos encontrados na folha de taioba; o repolho,
diferentemente das demais, apresentou maior teor de fibra soltivel em comparacao a taioba.
Ja as folhas de couve-flor, amaranto e espinafre apresentaram maior conteudo de fibra
alimentar total e de fibra insoltvel, sendo a propor¢ao de fibra soltivel similar a encontrada
na folha de taioba. E possivel observar que os vegetais analisados no referido estudo, assim
como a taioba, apresentaram predominancia da fracdo insolivel da fibra alimentar; a fracao
insolivel compde de 79 a 88% da fibra total, para as folhas de repolho e shepu,

respectivamente, enquanto que na folha de taioba, o percentual encontrado foi de 81%.
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Tanya, Mbofung e Keshinro (1997), visando conhecer o teor de fibra alimentar em
alimentos tipicamente consumidos em Camardes, encontraram teores ligeiramente maiores
de fibra alimentar total para a folha de mirtilo (39%), sendo maior a propor¢ao de fibra
insoluvel (35%) e menor a de fibra soluvel (4%), em comparacdo a folha de taioba. A folha
de taioba apresentou ainda menores teores de fibra total e suas fragdes em comparacao as
folhas de amaranto e dente-de-ledo (ESCUDERO et al.,1999; ESCUDERO et al., 2003), e
valor semelhante ao de fibra total encontrado em folha de batata-doce (MOSHA et al.,

1995).

42. DETERMINACAO DA COMPOSICAO AMINOACIDICA DA FOLHA
DE TAIOBA LIOFILIZADA

A composicao aminoacidica da folha de taioba liofilizada encontra-se na Tabela 6.

Tabela 6. Composi¢ao aminoacidica média da folha de taioba liofilizada e da caseina (g de

aminoacido/100g de amostra seca)

Aminoacidos Folha de taioba (g/100g) Caseina (g/100g)
Asp 1,9+0,1 6,2+0,0
Glu 2,4+0,0 19,8 +0,0
Ser 1,0+ 0,0 4,8+0,0
Gly 1,2+0,0 1,4+0,0
His 0,4+0,0 22+0,0
Arg 1,5+0,0 3,1+0,0
Tre 0,9+0,0 3,7+£0,0
Ala 1,5+0,0 2,4+0,0
Pro 1,0+ 0,0 9,1+£0,0
Tir 1,0£0,0 4,7+0,0
Val 1,3+0,0 55+0,0
Met 0,2+0,0 2,4+0,0
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Cont. Tabela 6. Composi¢ao aminoacidica média da folha de taioba liofilizada e da caseina

(g de aminoacido/100g de amostra seca)

Aminoacidos Folha de taioba (g/100g) Caseina (g/100g)
Cys 0,1+0,0 0,2+0,0
Ile 1,0 £0,0 4,7+0,0
Leu 2,0+£0,0 7,9+0,0
Phe 1,3+0,0 4,0+ 0,0
Lys 1,6 £0,0 6,8+0,0
Total 20,3+0,2 89,0+0,0

Valores expressos em média = EP

Diferencas foram detectadas no conteudo de proteina através da determinagdo de
Kjeldahl (24,52 + 1,48%) e do aminograma (20,27 + 0,2%). Observa-se que pelo método
de Kjeldahl o teor de proteinas ¢ maior, pelo fato de que este método quantifica o
nitrogénio protéico e ndo protéico. A folha de taioba, por conter grandes quantidades de
clorofila, a qual possui nitrogénio em sua estrutura quimica, apresenta alto teor de
nitrogénio nao protéico.

Analisando-se o aminograma da folha de taioba, ¢ possivel observar que os
aminodcidos presentes em quantidades mais expressivas foram os &acidos aspartico e
glutamico, arginina, alanina, leucina e lisina. Freiberger et al.(1998) avaliaram o perfil
aminoacidico de sete hortalicas comumente consumidas na Nigéria. Dentre as hortalicas
estudadas, a espécie Corchorus tridens apresentou o maior conteudo de proteina (19-25%
em base seca), dado esse semelhante ao encontrado no presente estudo; a maioria dos
folhosos avaliados, no entanto, ndo apresentou teor maior que 15%. A espécie Corchorus
tridens também apresentou o perfil de aminoacidos que mais se assemelhou ao da folha de
taioba, seguida das espécies Amaranthus viridus, Moringa oleifera e Maerua crassifolia.

Comparando-se a composi¢ao aminoacidica da folha de brocolis com a da folha de
taioba, pode-se observar que a folha de brdocolis possui menores concentragdes de todos os
aminoacidos analisados, com excecdo da histidina (CAMPAS-BAYPOLI et al., 2009). O

perfil aminoacidico da folha de batata-doce demonstra grande similaridade ao perfil
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apresentado pela folha de taioba, sendo que somente os aminoacidos arginina e lisina foram
encontrados em maiores concentragdes na folha de taioba, enquanto que acido aspartico,
serina e cisteina estavam presentes em menores quantidades (ISHIDA et al., 2000).

O perfil aminoacidico da folha de taioba demonstra que, embora ela contenha
aminoacidos indispensaveis, eles ndo estdo presentes em quantidades significativas, assim
como em grande parte das proteinas de origem vegetal (WHO/FAO, 2007, HOUNSOME et
al., 2008). No presente estudo, a adi¢dao da folha de taioba liofilizada na dieta incrementou
em 1,4% o teor protéico total, além do minimo recomendado de 12% (GOENA, 1989). Por
isso, optou-se por ndo considerar a contribuicdo da proteina da farinha de taioba no teor
protéico total, devido tanto a pequena quantidade adicional quanto a baixa qualidade da

proteina vegetal, contrapondo-se a da caseina.

4.3. COMPOSICAO MONOMERICA DA FIBRA DA FOLHA DE TAIOBA

A composicdo monossacaridica da molécula influencia em sua estrutura quimica e
conformacional, e consequentemente em suas propriedades fisico-quimicas e funcionais
(KNUDSEN, 2001). Por essa razdo, ¢ de suma importancia conhecer-se o perfil
monomeérico da fibra alimentar. A andlise da fibra alimentar vem sendo conseguida através
de diferentes abordagens metodologicas. O uso da cromatografia gasosa ¢ antigo, sofrendo
diversas adaptacdes ao longo dos anos (THEANDER; WESTERLUND, 1986;
THEANDER et al., 1995). A cromatografia liquida de alta eficiéncia ¢ uma técnica mais
recente e amplamente relatada na literatura (JAIME et al., 2002; RUPEREZ; TOLEDANO,
2003; YADAV; JOHNSTON; HICKS, 2007; NISHIBATA et al., 2009).

Na Tabela 7 ¢ apresentada a composi¢do de monossacarideos neutros e de lignina

na folha de taioba.

48



Tabela 7. Composi¢ao de monossacarideos neutros e lignina da fibra da folha de taioba

(g/100g de amostra seca)

Monossacarideo/Lignina g/100g em base seca

Arabinose 0,12+0,01

Xilose 0,73 £ 0,06

Manose 0,61 +0,05

Galactose 0,28 £0,03
Glicose 11,80 £ 0,60

Fucose 0,08 +£0,01

Frutose 5,68 + 0,60
Total monossacarideos neutros 19,29 £ 2,00
Lignina 3,14+ 0,30

Valores expressos em média = EP

Através da andlise da Tabela 7, observa-se que a glicose ¢ o mondmero mais
abundante (61%), sugerindo a presenga de celulose e hemicelulose em grande quantidade
na folha de taioba. A frutose aparece como o segundo monossacarideo mais abundante
(29%), seguida dos demais mondmeros, em concentragdes menos expressivas. Os
monossacarideos neutros (totais) constituiram cerca de 19,29% da folha de taioba
liofilizada.

Villanueva-Suarez et al. (2003) analisaram diferentes por¢des de vegetais em
relagdo ao conteudo de fibra alimentar por métodos cromatograficos distintos. As folhas de
alface, aipo e acelga foram avaliadas em relacdo ao seu contetido de monossacarideos
neutros oriundos da fra¢do fibrosa por cromatografia gasosa e liquida. Em comparagao aos
resultados obtidos no presente trabalho, a fibra da folha de taioba apresentou menores
teores de arabinose e galactose que os trés folhosos estudados, enquanto que o teor de
xilose foi menor em comparagdo aos encontrados nas fibras das folhas de aipo e alface; o
teor desse monossacarideo na fibra da folha de acelga foi semelhante ao da fibra de taioba.
A concentra¢do de manose na fibra de taioba foi similar as encontradas nas fibras de aipo e

alface, enquanto que na fibra de acelga, esse monossacarideo foi encontrado em menor
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concentracdo. Ja em relagdo a glicose, a fibra da folha de taioba apresentou maior teor
desse mondmero, sendo ele cerca de duas vezes maior em comparagao as fibras das demais
folhas. Por fim, o percentual de monossacarideos neutros provenientes da fibra da folha de
taioba dobrou em comparacao ao encontrado em folhas de alface e acelga, também sendo
maior que o encontrado na folha de aipo. Os monossacarideos predominantes na fibra da
folha de alface foram glicose, galactose e xilose, similarmente a fibra da folha de taioba. Ja
na fibra de aipo e acelga, os monOmeros mais abundantes foram glicose, arabinose e
galactose. Ambos os métodos cromatograficos (gasoso e liquido) empregados no referido
trabalho apresentaram resultados semelhantes para a maioria dos mondmeros analisados.
Os autores também concluiram que as folhas avaliadas apresentaram teor de
monossacarideos neutros semelhante ao encontrado nos frutos analisados, porém
significativamente menor do que os teores encontrados nos o6rgaos subterraneos, nos talos e
nas inflorescéncias avaliadas.

Femenia et al. (1998) pesquisaram a composi¢do monossacaridica e o teor de
lignina em diferentes por¢des de couve-flor, alcachofra e chicéria. A fibra da folha de
chicoria apresentou maiores concentragdes de todos os mondmeros analisados em
comparagdo a folha de taioba, bem como o percentual de monossacarideos neutros
presentes na fibra. O teor de lignina também foi bastante superior ao encontrado na folha de
taioba, chegando a 8%. Os outros vegetais analisados apresentaram maiores concentragdes
de monossacarideos neutros em outras por¢des, tais como caules e inflorescéncias.

Kontraszti, Hudson e Englyst (1999), em estudo que comparou diferentes
metodologias para analise da fibra alimentar, investigaram o perfil de monossacarideos
neutros constituintes da fibra de 17 alimentos, sendo 4 folhosos. Dentre eles, as folhas de
endro e alface apresentaram maiores concentracdes de todos os mondmeros analisados em
relacdo a folha de taioba, com excecdo da glicose. O somatério dos monossacarideos
neutros, no entanto, foi inferior ao total encontrado na fibra da folha de taioba. As fibras
das folhas de couve-rdbano e salsa apresentaram perfil semelhante, porém o percentual de
xilose foi também inferior na couve-rabano, e o teor de manose encontrado na fibra da

folha de salsa foi semelhante ao da taioba.
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No presente trabalho, os métodos de Prosky et al. e Englyst et al. foram utilizados
para analise de fibra alimentar (PROSKY et al.,1988; ENGLYST; QUIGLEY; HUDSON,
1994). Esses métodos originam resultados distintos, j4 que se baseiam em propostas
diferentes de mensuragdo da fibra. Estudo de Kontraszti, Hudson e Englyst (1999)
determinou o conteudo de fibra alimentar em dietas hungaras; pelo método de Prosky et al.
(1988), o consumo médio diario de fibra alimentar era de 25g/dia, enquanto que pelo
método de Englyst et al. (1994) era de 13g/dia. Apesar das diferengas entre as
metodologias, ambas sdo bastante empregadas na literatura e para fins de rotulagem. O
método de Prosky et al. foi adotado como referéncia pela AOAC (método 985.29) e visa
quantificar a fibra alimentar total como o somatorio de polissacarideos indigeriveis e
lignina. O objetivo do método de Englyst et al. ¢ mensurar polissacarideos ndo amido, que
constituem a maior parte da parede celular dos vegetais e sdo os maiores contribuintes ao
percentual de fibra na dieta. De acordo com Englyst e Hudson (1996), a determinagao dos
polissacarideos ndo amido pode ser um bom marcador para avaliacdo da ingestao de fibra
alimentar em um grupo ou populacao.

O método de Prosky et al. (1988) apresenta vantagens como o baixo custo € maior
simplicidade em relagdo ao de Englyst et al. (1994). E importante ressaltar, no entanto, que
o método enzimico-quimico oferece maiores informacgdes quanto a fibra presente no
alimento, permitindo melhor elucidagcdo de sua composi¢ao quimica. Além disso, o0 método
de Prosky et al. se baseia na quantificacdo de residuo de composi¢do nao definida, podendo
estar presentes no mesmo outras substancias ndo oriundas da fracdo fibrosa que co-
precipitam com o uso dos solventes empregados, levando a quantificacao erronea da fibra.
Em alimentos amiléceos, esse método pode ser pouco confidvel, uma vez que a etapa de
remog¢ao do amido pode ser ineficiente e o residuo conter parte do amido nao hidrolisado
(GONI et al., 2009).

Como mencionado anteriormente, ¢ de se esperar que ambas as metodologias
utilizadas forne¢am resultados diferentes. A folha de taioba apresentou percentuais de 35%
de fibra alimentar e 19% de monossacarideos neutros provenientes da fibra alimentar pelos
métodos enzimico-gravimétrico € enzimico-quimico, respectivamente. Além dos fatores

explicitados acima, os valores discrepantes obtidos podem também ser justificados pelo
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fato de que a composi¢ao de monossacarideos acidos (acidos glicurénico e galacturonico,
por exemplo) ndo foi definida no presente trabalho. O teor de lignina também ¢ incluido
como residuo insolivel no método de Prosky et al., enquanto que no método de Englyst et
al. a lignina ndo ¢ inclusa. Marlett e Vollendorf (1993) determinaram os teores de acidos
urdnicos e lignina em diversos alimentos, incluindo hortaligas. Os teores de acidos urdnicos
variaram entre 6% para a folha de beterraba a 17% para a folha de mostarda; a faixa média
encontrada foi de 7-9% para as hortalicas analisadas, sendo esse o teor aproximado de
acidos urdnicos em repolho, acelga, alface e espinafre. Ja4 o percentual de lignina variou
entre 1% para o repolho a 4% para a acelga, sendo o valor médio encontrado de 3% em
folha de mostarda, alface e espinafre, similarmente ao observado para a folha de taioba.

O conceito classico de fibra alimentar, no qual se baseiam os métodos para sua
determinagdo, restringe a inclusdo de compostos de origem ndo carboidracidica e outros
ndo originalmente inclusos nesse grupo, tais como oligossacarideos nao digeriveis, alguns
agucares-alcool, amido resistente, proteina resistente, polifendis e uma série de compostos
semi-sintéticos incluindo polidextrose e carboximetilcelulose. No entanto, diversos
trabalhos apontam para a existéncia de certas caracteristicas em comum dessas substancias
com aquelas tradicionalmente classificadas como fibra alimentar. Muitas dessas substancias
resistem a hidrolise enzimdtica no trato gastrointestinal, sdo pouco absorvidas e chegam ao
colon, onde podem ser fermentadas pela microbiota e promover efeitos benéficos
sistémicos (PROSKY, 1999). Por essa razdo, a expansao desse grupo de modo a abranger
uma série de outras substancias ¢ defendida por diversos autores. Para tal, faz-se necessario
o desenvolvimento de novas metodologias mais condizentes com os conceitos emergentes,
permitindo-se sempre que possivel a quantificacdo desses compostos em uma unica andlise
(SAURA-CALIXTO et al., 2000; GONI et al., 2009). E importante ressaltar também que
somente a composi¢do monomérica nao prediz a estrutura da fibra ou as caracteristicas
fisico-quimicas por ela apresentadas; para tal, faz-se necessario o uso de técnicas mais
refinadas, a fim de se investigar, por exemplo, os tipos de ligagdes glicosidicas que unem as

moléculas.
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4.4. ENSAIO BIOLOGICO

Foi realizado ensaio bioldgico a fim de se avaliar possiveis efeitos benéficos do

consumo da folha de taioba liofilizada.

4.4.1. GANHO DE PESO DOS ANIMAIS, CONSUMO DE DIETA,
EFICIENCIA ALIMENTAR E PESO DAS FEZES

Os resultados do ganho médio de peso corporal dos animais, consumo médio

diario de racdo e eficiéncia alimentar sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Ganho médio de peso dos animais, consumo didrio de racdo, eficiéncia alimentar

e peso das fezes

Eficiéncia
Grupo Ganho de peso Consumo (g) alimentar Peso das fezes
corporal (g) (ganho/g de dieta) (®)
Gl 184,3 +4,9° 20,2 +£0,4° 0,33 +0,01° 12,4 +1,3"
G2 174,7 +7,8° 19,6 +0,3" 0,32+0,01° 8,5+0,8°
G3 183,9 + 6,6" 20,2 +0,6" 0,32 +0,00° 13,5+ 1,9°
G4 184,3 +4.4° 21,0+ 04" 0,31+0,01° 17,4 +1,6*
G5 185,5+5,9° 20,5 +0,5° 0,32+0,01° 12,1 £0,9

Meédia + EP; letras iguais em mesma coluna demonstram que no ha diferenga estatistica entre os grupos;
P<0,05. ). Grupo 1 (G1): animais que receberam dieta contendo 5% de celulose; Grupo 2 (G2): animais que
receberam dieta contendo 2,5% de celulose e 2,5% de inulina; Grupo 3 (G3): animais que receberam dieta
contendo 2,5% de celulose e 2,5% de fibra de taioba; Grupo 4 (G4): animais que receberam dieta contendo
5% de celulose ¢ 2,5% de fibra de taioba; Grupo 5 (G5): animais que receberam dieta contendo 5% de
celulose € 2,5% de inulina.

O ganho médio de peso corporal dos animais, assim como o consumo médio diario
de racdo, foi similar entre os grupos; logo, pode-se assumir que a folha de taioba liofilizada,
nas concentragdes utilizadas no presente estudo, ndo apresentou efeito sacietdgeno nos

animais. A celulose e a inulina, nas concentragdes utilizadas, também nao influenciaram
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esses parametros de crescimento dos animais. Alguns estudos, diferentemente do
observado, mostram que a ingestdo de fibras pode reduzir o consumo dietético devido ao
aumento na saciedade e redugdo do apetite. Anderson, Jones e Riddel-Mason (1994),
porém, avaliando o efeito da ingestdo de farelo de trigo e farelo de aveia, ndo encontraram
diferencgas significativas para o consumo alimentar e o ganho de peso corporal entre os
animais em estudo, demonstrando que a fibra nem sempre exerce efeitos inibitorios sobre o
apetite e a saciedade. A presenca dos diferentes carboidratos ndo digeriveis nas diferentes
dietas nao alterou a eficiéncia das mesmas, ja que os valores encontrados para o quociente
de eficiéncia alimentar (QEA) ndo diferiram entre os grupos em estudo.

Os pesos médios das fezes dos animais apresentaram diferengas significativas
entre os grupos em estudo. O grupo 4, que recebeu dieta contendo 7,5% de fibra total e
2,5% de fibra de taioba, apresentou peso fecal significativamente superior aos demais
grupos. O grupo 3, que também recebeu dieta contendo fibra da folha de taioba, porém teor
total de fibra na dieta de 5%, obteve o segundo maior valor; esse resultado, no entanto, nao
diferiu significativamente para os grupos 1 e 5, cujas dietas continham celulose (5% de
fibra total) e inulina (7,5% de fibra total), respectivamente. Entretanto, o grupo 3
apresentou peso médio das fezes significativamente superior em relagdo ao grupo 2, que
recebeu dieta contendo inulina e 5% de fibra total. Esse ultimo, por sua vez, apresentou o
menor peso das fezes entre os grupos estudados.

Os resultados obtidos podem ser explicados pela contribui¢ao da fibra insolivel no
volume do bolo fecal. A folha de taioba ¢ composta principalmente dessa fragao fibrosa,
que pode ter estimulado a formacao de bolo fecal e a aceleracao do transito intestinal. Além
disso, o grupo 4 recebeu dieta contendo o maior teor de fibra total (7,5%), que de forma
geral também influencia em ambos efeitos fisiologicos.

O efeito da fibra alimentar no volume das fezes e no transito intestinal esta
diretamente relacionado com o tipo de fibra presente no limen. Os polissacarideos
completamente ou quase completamente fermentados aumentam o peso fecal
principalmente através do aumento da massa bacteriana. Em contrapartida, os
polissacarideos pouco fermentados no colon podem aumentar a massa fecal através de sua

incorporagdao ao bolo fecal (SCHNEEMAN, 1999). Knudsen (2001) relata que esse
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aumento esta na ordem de 0,3g/g de material fermentavel para as fibras soluveis e 1,0g/g de
material fermentavel para as insolaveis, demonstrando o efeito mais pronunciado das fibras

insoluveis na formacgao do bolo fecal e na aceleracao do transito intestinal.

4.42. PERFIL DE ACIDOS GRAXOS NO CECO E COLON DOS ANIMAIS

Os AGCC possuem importante papel fisioldgico, atuando como nutrientes do
epitélio colonico, como moduladores do pH luminal e intracelular, moduladores do volume
celular e outras fungdes associadas ao transporte de ions, como reguladores da proliferacao
e diferenciagao celular, e reguladores da expressao génica (WONG et al., 2006). O aumento
na concentracdo dos AGCC diminui o pH luminal, que indiretamente influencia a
composi¢ao da microbiota intestinal (por exemplo, inibindo o crescimento da populacao do
potencialmente patogénico Clostridium sp.), diminui a solubilidade dos &cidos biliares
livres (em meio acido, tornam-se menos soluveis e portanto menos disponiveis a agao
microbiana necessaria a formagao dos acidos biliares secundarios), e a atividade da enzima-
chave do metabolismo de 4cidos biliares secundérios (7-a-desidroxilase). A presenca dos
AGCC também aumenta a absor¢do de minerais, ¢ reduz a absor¢do de amonia através da
dissociagao protonica de amonia e outras aminas (TOPPING; CLIFTON, 2001).

No presente trabalho, visou-se determinar a concentragdo dos AGCC no ceco e
colon de animais alimentados com diferentes fontes de fibra alimentar como um parametro
de avaliacdo da capacidade fermentativa da microbiota intestinal desses animais, a fim de
se avaliar um possivel potencial prebiotico da fibra da folha de taioba. Nas Figuras 1 e 2,
estdo apresentados os resultados da analise do material cecal dos animais, enquanto que as

Figuras 3 e 4, os resultados da analise em material colonico.
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Figura 1: Producdo de acidos graxos de cadeia curta totais no ceco de ratos alimentados com diferentes fontes
de fibra. Média + EP. N= 6-7. Barras com letras diferentes representam diferenca estatistica (P<0,05). Grupo
1 (G1): animais que receberam dieta contendo 5% de celulose; Grupo 2 (G2): animais que receberam dieta
contendo 2,5% de celulose ¢ 2,5% de inulina; Grupo 3 (G3): animais que receberam dieta contendo 2,5% de
celulose e 2,5% de fibra de taioba; Grupo 4 (G4): animais que receberam dieta contendo 5% de celulose ¢
2,5% de fibra de taioba; Grupo 5 (G5): animais que receberam dieta contendo 5% de celulose e 2,5% de
inulina.
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Figura 2: Producao de 4cidos graxos de cadeia curta no ceco de ratos alimentados com diferentes fontes de
fibra. Média + EP. N= 6-7. Barras com letras diferentes representam diferenca estatistica (P<0,05) para cada
acido graxo. Grupo 1 (G1): animais que receberam dieta contendo 5% de celulose; Grupo 2 (G2): animais
que receberam dieta contendo 2,5% de celulose e 2,5% de inulina; Grupo 3 (G3): animais que receberam
dieta contendo 2,5% de celulose e 2,5% de fibra de taioba; Grupo 4 (G4): animais que receberam dieta
contendo 5% de celulose e 2,5% de fibra de taioba; Grupo 5 (G5): animais que receberam dieta contendo 5%
de celulose e 2,5% de inulina.
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Figura 3: Produgdo de acidos graxos de cadeia curta totais no colon de ratos alimentados com diferentes
fontes de fibra. Média + EP. N=9. Barras com letras diferentes representam diferenga estatistica (P<0,05).
Grupo 1 (G1): animais que receberam dieta contendo 5% de celulose; Grupo 2 (G2): animais que receberam
dieta contendo 2,5% de celulose e 2,5% de inulina; Grupo 3 (G3): animais que receberam dieta contendo
2,5% de celulose e 2,5% de fibra de taioba; Grupo 4 (G4): animais que receberam dieta contendo 5% de
celulose e 2,5% de fibra de taioba; Grupe 5 (G5): animais que receberam dieta contendo 5% de celulose e
2,5% de inulina.
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Figura 4: Produgéo de acidos graxos de cadeia curta no colon de ratos alimentados com diferentes fontes de
fibra. Média + EP. N= 9. Barras com letras diferentes representam diferenga estatistica (P<0,05) para cada
acido graxo. Grupo 1 (G1): animais que receberam dieta contendo 5% de celulose; Grupo 2 (G2): animais
que receberam dieta contendo 2,5% de celulose e 2,5% de inulina; Grupo 3 (G3): animais que receberam
dieta contendo 2,5% de celulose e 2,5% de fibra de taioba; Grupo 4 (G4): animais que receberam dieta
contendo 5% de celulose e 2,5% de fibra de taioba; Grupo 5 (G5): animais que receberam dieta contendo 5%
de celulose e 2,5% de inulina.
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Pelos dados apresentados na Figura 2, € possivel verificar que o 4cido acético foi o
acido graxo predominante no ceco dos animais de todos os grupos, com percentuais
variando de 47 a 68% dos 4cidos graxos totais para os grupos 3 e 1, cujas dietas continham
folha de taioba e celulose, respectivamente. O 4cido propidnico foi o segundo acido mais
produzido, perfazendo 27 e 33% dos AGCC totais nos respectivos grupos 4 e 3; ambos
receberam folha de taioba. O &cido butirico, por sua vez, apresentou as menores
proporg¢des, com percentuais de 11% no grupo 2 (que recebeu inulina) e 20% no grupo 3.
No colon, a concentragdo do acido acético foi maior no grupo 1 (72%) e menor no grupo 4
(59%), a de acido propidnico maior nos grupos 2 € 3 (27%) e menor no grupo 1 (20%), ¢ a
do 4cido butirico maior no grupo 4 (20%) e menor no grupo 1 (7%) (Figura 4).

Essa tendéncia vai de acordo com a literatura, indicando que o &cido acético € o
acido produzido em maior quantidade, seguido do acido propidnico e por fim do acido
butirico (CHAUD et al., 2007). A propor¢do de acetato:propionato:butirato encontrada no
ceco variou de 23:16:10 para o grupo 3 a 62:25:10 para o grupo 1. Ja no colon, a variagao
se deu em torno de 30:10:10 no grupo 4 a 105:29:10 no grupo 1. Bourquin, Titgemeyer e
Fahey (1993), em estudo que avaliou a fermentabilidade in vitro de diversos vegetais,
encontraram perfis de fermentacdo que variavam de 66:14:10 para couve-flor a 113:16:10
para a alface; a razdo molar média dos vegetais analisados foi de 76:14:10. Nota-se, no
presente estudo, perfis mais favoraveis para os grupos que receberam as dietas com taioba
(grupos 3 e 4), uma vez que a dieta oferecida proporcionou a maior produgdo dos acidos
propidnico e butirico em detrimento do acético.

A producdo de AGCC no ceco dos animais do grupo 3 foi maior em termos
absolutos comparando-o aos demais grupos, e significativamente maior em relacdo aos
grupos 4 e 5, que continham os maiores teores de fibra na dieta (Figura 1). Uma possivel
explicagdo para esse fato ¢ que o incremento da fibra (suplementa¢do) na concentracao
utilizada (adi¢do de 2,5%) pode ndo ter sido suficiente para aumentar o metabolismo
fermentativo da microbiota intestinal. Outra hipotese ¢ que a maior propor¢ao de celulose
presente nas dietas desses grupos ndo favoreceu a atividade fermentativa, por ser pouco

utilizada como substrato pela microbiota intestinal.
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No coélon, a produgdo de AGCC foi significativamente maior no grupo 3 em
comparacao aos demais grupos, com exce¢ao do grupo 4, cuja dieta também foi formulada
com taioba (Figura 3). O grupo 4, por sua vez, obteve a segunda maior concentragdo de
AGCC totais, o que sugere a capacidade da folha de taioba liofilizada em ser fermentada
eficientemente pela microbiota intestinal. Curiosamente, a atividade fermentativa nos
animais do grupo 4 foi maior no c6lon do que no ceco, ao contrario dos demais grupos, que
apresentaram maior atividade fermentativa no ceco.

E importante destacar que o grupo 3 apresentou as maiores concentracdes dos
acidos propidnico e butirico no ceco, sendo significativamente superior em comparagao aos
grupos 4 e 5, no primeiro caso, € a todos os grupos, no caso do acido butirico (Figura 2).
No colon, o grupo 3 obteve aumento significante do 4cido propionico em relagdo aos
demais grupos, bem como do 4cido butirico; nesse ultimo caso, o aumento foi
acompanhado pelo grupo 4 (Figura 4). Tais resultados sdo de extrema importancia no
presente trabalho, ja que ambos dacidos graxos parecem estar associados a efeitos
fisiologicos benéficos no organismo, tais como a modulagcdo das concentragdes séricas de
lipidios e do controle glicémico, a manutengdo do trofismo intestinal e da integridade da
mucosa coldnica, dentre outros (DONGOWSKI; JACOBASCH; SCHMIEDL, 2005).
Logo, sugere-se que a folha de taioba pode ser bem aproveitada como substrato energético
para a fermentacdo. Possivelmente, a folha de taioba apresenta outros compostos bioativos,
além da fracdo fibrosa, que possam exercer efeitos positivos no metabolismo bacteriano,
tais como oligossacarideos ndo digeriveis e compostos fendlicos.

Bravo, Abia e Saura-Calixto (1994), relatam que diversos compostos bioativos
associados a fracdo fibrosa de hortaligas apresentam propriedades funcionais semelhantes
as apresentadas por compostos classicamente considerados como parte da fibra alimentar,
tais como polissacarideos ndo digeriveis e lignina; igualmente a fibra alimentar, essas
substancias ndo sao digeridas pelas enzimas do trato gastrointestinal e alcangam o coélon,
sendo parcial ou totalmente fermentadas. Adicionalmente, elas conferem propriedade
antioxidante e efeito modulatério da microbiota intestinal. Alguns de seus produtos
fermentativos que apresentam efeitos sistémicos benéficos sdo os acidos fenilacético,

fenilpropidnico e fenilbutirico, e as urolitinas A ¢ B (SAURA-CALIXTO, 2011).
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A literatura abrange diversos trabalhos que investigam a fermentabilidade de
diferentes fontes de fibra; pectinas e gomas sdo fibras soliveis amplamente utilizadas em
estudos e, em geral, demonstram boa capacidade fermentativa e promovem consideravel
incremento nos AGCC (TITGEMEYER et al., 1991; STARK; MADAR, 1993; ANNISON;
TRIMBLE; TOPPING, 1995; MARTENSSON et al., 2002; HENNINGSSON; BJORCK;
NYMAN, 2002; PYLKAS; JUNEJAS; SLAVIN, 2005). O potencial fermentativo do
amido resistente também tem sido amplamente investigado por diversos autores, sendo seu
efeito butirogénico de grande interesse (WEAVER et al., 1992; FERGUSON et al., 2000;
HENNINGSSON; NYMAN; BJORCK, 2001; JACOBASCH et al., 2006). Estudos que
utilizam vegetais folhosos como fonte de fibra, no entanto, sdo escassos.

Ezz El-Arab (2009) utilizou a folha de malva judia (Corchorus olitorius) na
elaboracdo de dietas e avaliou sua fermentabilidade in vivo. A malva judia é um vegetal
folhoso verde-escuro muito consumido em regides como Egito, Tunisia, Asia, Africa e
América Central, dentre outras. Ela foi liofilizada e incorporada a dieta de animais na
concentragdo de 10%, de modo que a oferta de fibra na dieta experimental foi de 4,6%. A
folha liofilizada foi caracterizada quimicamente e os teores das fibras soluvel e insoluvel
foram de 18 e 28%, respectivamente. O autor observou um aumento significativo de 3
vezes no pool cecal de todos os AGCC, especialmente o acido acético, em comparacao a
celulose; foi ainda observado efeito hipocolesterolémico nos animais que receberam dieta
com folha de malva judia. Logo, o autor sugere que a fibra dessa folha e outros
componentes associados, tais como fitoesterdis, possam influenciar positivamente no perfil
lipidico e na saude do consumidor.

Paturi et al. (2010) realizaram estudo que objetivou avaliar o consumo da fibra de
brocolis em animais recebendo dietas com 5 ou 30% de lipideos. As dietas continham
extrato da fibra de brocolis ou celulose como fontes de fibra, ambas na concentragdo de
7,5% da dieta. Os animais que receberam a fibra de brocolis apresentaram aumento nas
concentragdes de todos os AGCC em comparagdo a celulose. A producdo dos acidos
butirico e acético ndo foi influenciada pelo teor de lipidios na dieta, ja o acido propidnico

obteve maior concentragdo na dieta de maior teor lipidico.
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E possivel observar também que os grupos 2 e 5, que receberam dieta contendo
inulina, ndo apresentaram concentragcdes dos AGCC superiores em comparagao ao grupo 1
(controle negativo). Isso ¢ contraditorio com a literatura, uma vez que a inulina ¢ uma
substancia de potencial prebidtico comprovado e passivel de incrementar a producdo de
AGCC (KIM; SHIN, 1998; KOLIDA et al., 2002; CUMMINGS; MACFARLANE, 2002;
LOSADA; OLLEROS, 2002; MACFARLANE, STEED; MACFARLANE, 2008). Por
conseguinte, esperava-se que as concentragdes dos referidos adcidos fossem maiores nesses
grupos. Provavelmente, a adi¢do de 2,5% de inulina na dieta, apesar de representar 50% da
quantidade de fibra recomendada em dietas para roedores, ndo foi suficientemente alta para
demonstrar o efeito prebidtico esperado. Grasten et al. (2002), visando avaliar a
fermentabilidade de fibras de cereais, observaram que a inulina utilizada como controle
positivo ndo demonstrou o efeito prebidtico esperado em quase todos os resultados obtidos,
mesmo estando presente em elevada concentragdo na dieta (10%). A producao de AGCC
no coélon de animais que receberam dieta com inulina ndo diferiu significativamente
daqueles que receberam dietas contendo fibras de centeio e aveia, apesar de
significativamente maior em compara¢do a dieta com fibra de trigo. Os resultados do
referido trabalho indicaram que ndo somente o tipo de carboidrato e sua solubilidade
influenciam a capacidade fermentativa do mesmo, mas também a presenga de outros
componentes funcionais, tais como compostos fenolicos e outros elementos-trago, os quais

estdo ausentes na inulina isolada.

4.4.3. PERFIL DE ACIDOS BILIARES NO CECO E COLON DOS ANIMAIS

Os 4cidos biliares sdo um grupo de moléculas estruturalmente semelhantes, com
nucleo esterdide oriundo do colesterol, podendo conter de 1 a 3 grupos hidroxila. Os acidos
biliares primdarios sdao sintetizados no figado a partir do colesterol e sdo diidroxi ou
triidroxiacidos, tais como os acidos quenodesoxicolico e colico, respectivamente. A sintese
hepatica repde a pequena quantidade que ndo ¢ reabsorvida no ciclo entero-hepatico,
ocasionando uma conserva¢ao intestinal que permite que cada molécula desempenhe sua

fungdo varias vezes; cada molécula de acido biliar completa cerca de 4 a 12 ciclos ao dia
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(HOUTEN; WATANABE; AUWERX, 2006). Os acidos biliares secundarios sao produtos
da desconjugagao e desidroxilagdo bacteriana, processos esses que tém sitio no colon. Na
bile humana, acidos biliares primdrios e secundarios sdo normalmente conjugados com
glicina ou taurina, constituindo-se os principais metabdlitos encontrados. A conjugacdo
hepatica pode ocorrer tanto na cadeia lateral quanto no nucleo esteroide (HOFMANN;
HAGEY, 2008).

Os 4acidos biliares mais abundantes na bile humana sdo os acidos colico,
quenodesoxicolico e desoxicdlico, enquanto que o acido litocolico encontra-se em
pequenas quantidades, juntamente com outros acidos biliares secundérios, como por
exemplo o acido ursodesoxicolico. Nas fezes, os majoritariamente encontrados sao os
acidos biliares secunddrios litocolico e desoxicdlico, estando presentes menores
quantidades dos acidos biliares primarios, bem como de outros derivados da transformacao
bacteriana (PERWAIZ et al., 2002). Em outras palavras, os acidos biliares primarios sao
eficientemente absorvidos no ileo, e pouca quantidade dos mesmos passa para as porgoes
mais distais do intestino. A fracdo que escapa do ciclo entero-hepatico ¢ desconjugada pela
microbiota coldnica, sendo parte passivamente absorvida no cdlon, parte excretada nas
fezes (MOUNDRAS et al., 1997).

Visou-se, no presente trabalho, avaliar o efeito da fibra da folha de taioba no
metabolismo dos principais 4cidos biliares. Nas Figuras 5 e 6, sdo demonstrados os
resultados obtidos nas analises realizadas no ceco e as Figuras 7 e 8, no colon dos animais

em estudo.
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Figura 5: Contetido de acidos biliares totais no ceco de ratos alimentados com diferentes fontes de fibra.
Média + EP. N= 6-7. Barras com letras diferentes representam diferenga estatistica (P<0,05). Grupo 1 (G1):
animais que receberam dieta contendo 5% de celulose; Grupo 2 (G2): animais que receberam dieta contendo
2,5% de celulose e 2,5% de inulina; Grupo 3 (G3): animais que receberam dieta contendo 2,5% de celulose e
2,5% de fibra de taioba; Grupo 4 (G4): animais que receberam dieta contendo 5% de celulose e 2,5% de fibra
de taioba; Grupo 5 (G5): animais que receberam dieta contendo 5% de celulose e 2,5% de inulina.

2,50 -

E

g 2,00

_g G1

= 1,50 BG2

]

s @G3

@ 1,00

) WG4

=

E 0,50 G5
0,00

Acido Litocolico

Figura 6: Contetido de 4acidos biliares no ceco de ratos alimentados com diferentes fontes de fibra. Média +
EP. N= 6-7. Barras com letras diferentes representam diferenca estatistica (P<0,05) para cada acido biliar.
Grupo 1 (G1): animais que receberam dieta contendo 5% de celulose; Grupo 2 (G2): animais que receberam
dieta contendo 2,5% de celulose e 2,5% de inulina; Grupo 3 (G3): animais que receberam dieta contendo
2,5% de celulose e 2,5% de fibra de taioba; Grupo 4 (G4): animais que receberam dieta contendo 5% de
celulose e 2,5% de fibra de taioba; Grupo 5 (G5): animais que receberam dieta contendo 5% de celulose e
2,5% de inulina.

63



5,00
4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00

1,50

umol/g conteiido colonico

1,00
0,50

0,00

BG1
m|G2
B0G3
BG4
B G5

Acidos biliares totais

Figura 7: Conteudo de acidos biliares totais no colon de ratos alimentados com diferentes fontes de fibra.
Média + EP. N= 9. Barras com letras diferentes representam diferenca estatistica (P<0,05). Grupo 1 (G1):
animais que receberam dieta contendo 5% de celulose; Grupo 2 (G2): animais que receberam dieta contendo
2,5% de celulose e 2,5% de inulina; Grupo 3 (G3): animais que receberam dieta contendo 2,5% de celulose e
2,5% de fibra de taioba; Grupo 4 (G4): animais que receberam dieta contendo 5% de celulose e 2,5% de fibra
de taioba; Grupo 5 (G5): animais que receberam dieta contendo 5% de celulose e 2,5% de inulina.
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Figura 8: Contetdo de acidos biliares no colon de ratos alimentados com diferentes fontes de fibra. Média +
EP. N= 9. Barras com letras diferentes representam diferenca estatistica (P<0,05) para cada acido biliar.
Grupo 1 (G1): animais que receberam dieta contendo 5% de celulose; Grupo 2 (G2): animais que receberam
dieta contendo 2,5% de celulose e 2,5% de inulina; Grupo 3 (G3): animais que receberam dieta contendo
2,5% de celulose e 2,5% de fibra de taioba; Grupo 4 (G4): animais que receberam dieta contendo 5% de
celulose e 2,5% de fibra de taioba; Grupo 5 (G5): animais que receberam dieta contendo 5% de celulose ¢

2,5% de inulina.
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Observando-se a Figura 8, ¢ possivel constatar que o acido litocolico foi
encontrado em maior concentracdo no colon dos animais do grupo 2, cuja dieta continha
inulina. Esse aumento s6 foi significativo, porém, em relacdo aos animais do grupo 3, que
receberam dieta contendo fibra de taioba. O acido desoxicolico, também secundario,
apresentou concentragdo significativamente maior no c6lon dos animais do grupo 2 em
comparacdo aos demais grupos, com exce¢ao do grupo 5, que também recebeu dieta
contendo inulina. As concentragdes colonicas dos acidos biliares primarios ndo diferiram
significativamente em nenhum dos grupos, e sdo menores que as encontradas para os acidos
biliares secundarios; esse fato ¢ facilmente justificado, ja que o célon ¢é o local de producao
dos acidos biliares secundarios. Pode-se observar ainda que, embora as concentragdes de
acidos biliares totais no célon ndo diferiram significativamente entre os grupos, tem-se um
maior percentual de 4cidos biliares secundarios no célon dos animais dos grupos 1 e 2 (85 ¢
95%, respectivamente), enquanto que os grupos que receberam dietas contendo folha de
taioba apresentaram maiores concentragdes colonicas dos acidos biliares primdrios (23 e
32% para os grupos 3 e 4, respectivamente), em detrimento dos secundarios (77 e 68%)
(Figura 7). Tal fato pode sugerir um efeito benéfico da folha de taioba no metabolismo dos
acidos biliares.

Ja no ceco dos animais dos grupos 3 e 4 (Figura 6), o 4cido litocélico apresentou
menores concentracdes em relacdo aos demais grupos; porém, diferentemente do observado
no colon, esses valores nao diferiram significativamente do grupo 2 (5% de fibra total e
2,5% de inulina). O grupo 5, que também recebeu dieta contendo inulina, apresentou a
maior concentragdo para esse acido. O acido desoxicolico ndo apresentou concentragdes
significativamente diferentes para nenhum dos grupos em estudo, assim como os acidos
biliares primarios. Igualmente ao observado no célon, as concentragdes de acidos biliares
totais encontradas no ceco dos animais em estudo ndo diferiram significativamente entre os
grupos, mas as proporcdes de acidos biliares secundarios encontradas nos grupos 1 e 2
superaram as dos demais grupos (Figura 5).

Tais resultados podem sugerir uma influéncia da inulina no estimulo a produgao de
acidos biliares secundarios, através da acdo microbiana no célon. Outra possibilidade ¢ que

tenha ocorrido um aumento na retengao dos acidos biliares no limen intestinal dos animais
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que receberam as dietas contendo inulina, como pode ser inferido do aumento no volume
das fezes que se registrou nos grupos com taioba. Uma terceira possibilidade que inclua as
duas alternativas acima mencionadas ndo poderia ser descartada. Algumas consideracdes,
porém, devem ser feitas para as hipdteses tragadas.

A inulina pode ter favorecido a produgao dos acidos biliares secundarios, ja que os
resultados obtidos na andlise da microbiota intestinal dos animais (em se¢dao a seguir)
sugerem que o género Clostridium ¢ um dos grupos predominantes no ceco dos animais em
estudo, sendo a contagem desse grupo microbiano ligeiramente mais elevada nos grupos
que receberam inulina em relagdo aos demais. Esse género é associado a maior expressao
das enzimas envolvidas no metabolismo de &cidos biliares, em particular a 7-a-
desidroxilase (MARTiNEZ—AUGUSTIN; MEDINA, 2008). Ressalta-se, no entanto, que os
grupos que receberam dieta contendo inulina, em especial o grupo 2 (5% de fibra total e
2,5% de inulina), apresentaram contagens elevadas das espécies probioticas Lactobacillus
sp. e Bifidobacterium sp.. No entanto, os animais alimentados com dieta contendo folha de
taioba também apresentaram contagens elevadas desses grupos de microrganismos. Além
disso, devido a pequena amostragem para a referida andlise, ndo foi possivel realizar
analise estatistica dos resultados encontrados, constituindo-se somente de uma analise
preliminar e ilustrativa do comportamento que pode ser observado.

Outra hipotese que poderia justificar o fato observado ¢ que os grupos 3 e 4, cujas
dietas continham folha de taioba, apresentaram as maiores concentragdes de AGCC no
colon, sendo o valor encontrado para o grupo 3 significativamente superior aos demais e
igual ao do grupo 4. Logo, poderia se esperar que o pH colonico desses animais fosse
menor em relagao aos demais. A maior acidificagao do meio colonico inibe a atividade da
enzima-chave 7-a-desidroxilase (DONGOWSKI et al., 2002; FOTIADIS, 2008), o que
poderia desestimular a sintese dos acidos biliares secundarios nesses grupos. Alguns
estudos comprovam que a maior produgao de acido butirico leva a menor capacidade de
conversao dos 4cidos biliares primarios a secundarios (ZAMPA et al., 2004; JACOBASCH
et al., 2006). No presente estudo, os grupos alimentados com folha de taioba apresentaram

concentragdes do acido butirico significativamente maiores em relagdo aos demais grupos,
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0 que também poderia explicar a menor concentragdo dos acidos biliares secundarios no
colon desses animais.

E importante ressaltar também que o grupo 2 contém menor quantidade
proporcional de celulose em relagdo aos outros grupos, com excecdo do grupo 3, que
também apresenta 2,5% de celulose em sua composi¢do. Entretanto, o complemento do
total da fibra nas duas dietas era inulina, num caso, ¢ fibra de taioba, no outro. A fibra da
folha de taioba foi caracterizada como sendo majoritariamente insoltivel, sendo que essa
caracteristica pode ter contribuido para o aumento do volume fecal e, provavelmente, para
um menor tempo de transito intestinal. A maior massa fecal foi comprovada pelo maior
peso das fezes dos animais alimentados com a taioba, em especial em relagdo ao grupo 2.
Ambos os efeitos fisioldgicos podem acarretar tanto em um menor tempo de permanéncia
dos 4cidos biliares secundarios no célon, quanto na menor concentragdo dos mesmos na luz
intestinal. Além disso, a maior massa fecal pode dificultar o acesso das enzimas bacterianas
transformadoras dos acidos biliares aos seus substratos. Os efeitos fisiologicos causados
pela maior ou menor exposi¢do do tecido intestinal as substancias contidas no bolo fecal
(toxicidade e potencial carcinogénico) tem sido pesquisados por Dongowski et al. (2002).

Alguns tipos de fibra podem se ligar aos acidos biliares no limen duodenal e
transporta-los até as porcdes mais distais do intestino, desviando-os do ciclo entero-
hepatico (MOUNDRAS et al., 1997; SAYAR; JANNINK; WHITE, 2005; KAHLON;
SMITH; SHAO, 2005; KAHLON; CHIU; CHAPMAN, 2008; HAMAUZU; MIZUNO,
2011). No entanto, ndo se pode afirmar no presente estudo que houve ligacdo da inulina
com os acidos biliares e consequentemente sua maior excre¢do, o que poderia ser
evidenciado através da analise nas fezes. Além disso, as concentracdes no ceco deveriam
apresentar comportamento analogo ao do célon, o que ndo foi observado. Em outras
palavras, a fim de se comprovar a liga¢do da inulina com os acidos biliares e consequente
passagem para o colon, as concentragdes cecais dos acidos biliares primarios deveriam ser
significativamente maiores nos animais que consumiram inulina, de forma condizente a
apresentada no célon.

Levrat, Rémésy e Demigné (1991) observaram que a inulina na concentragdo de

5% da dieta era capaz de se ligar aos acidos biliares, aumentando sua concentragdo cecal; o
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mesmo efeito, porém, ndo foi observado quando o teor de inulina aumentou para 10%.
Estudo posterior de Levrat et al. (1994) também estabeleceu o mesmo comportamento para
a inulina na concentracao de 10% da dieta.

Wu e Chen (2011) avaliaram os efeitos da inulina e glucomanana de fibra konjac,
ambas em concentragdes de 5% da dieta, em animais alimentados com dietas hiperlipidicas.
Os autores observaram que a fibra konjac, devido a alta solubilidade em agua e capacidade
de aumentar a viscosidade no limen intestinal, provocou um incremento na excrecao fecal
dos 4acidos biliares totais; esse aumento, no entanto, foi representado por acidos biliares
primarios, em detrimento dos secundarios. Constatou-se ainda um aumento significativo na
concentracdo do acido litocdlico nas fezes dos animais do grupo controle sem fibras
(0,11pumol/g de fezes imidas), em comparagdo aos grupos que receberam glucomanana de
konjac (0,04 umol/g) e inulina (0,05umol/g). A excrecao fecal dos acidos biliares totais ndo
apresentou diferenca significativa entre os grupos, variando de 0,93umol/g no grupo
controle a 0,99umol/g no grupo que recebeu a fibra konjac. Ja Chen, Lin e Wang (2010)
avaliaram o efeito de celulose e de fibras soluveis (inulina, glucomanana de fibra konjac e
pectina) no metabolismo de 4cidos biliares. Todas as fontes de fibra reduziram a excre¢ao
fecal dos acidos biliares secundérios, comparando-as a dieta controle isenta de fibra. E
interessante destacar que nao houve diferenca significativa entre as concentragdes
observadas nos animais que consumiram inulina e celulose.

Jacobasch et al. (2006) observaram a ligacdo de diferentes tipos de amido
resistente com os acidos biliares, através das maiores concentragdes cecais dos acidos
biliares primdrios em animais que consumiram as dietas experimentais. Os autores
observaram também a supressdo da formag¢do de 4cidos biliares secundarios, comprovada
pela menor propor¢do dos mesmos em conteudo colonico. Tal efeito foi associado a maior
fermentagdo no ceco, maior peso dos conteudos cecal e colonico e das fezes, e maior
producdo do 4cido butirico. No presente trabalho, os animais alimentados com dieta
contendo taioba também apresentaram menores propor¢des dos acidos biliares secundarios,
além da maior taxa fermentativa no c6lon e maior producdo do &cido butirico em colon e
ceco. Ja Dongowski, Jacobasch e Schmiedl (2005) observaram menores concentragdes de

acidos biliares no ceco de animais alimentados com amido resistente em relagdo ao grupo
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controle, cuja dieta era isenta de fibra. Em contrapartida, o contetdo coldnico e as fezes
apresentaram maiores concentracoes dos mesmos. Em relacdo aos acidos biliares
secundarios, também foi observada supressao em sua formagao, efeito igualmente atribuido
a maior taxa fermentativa e produ¢do do acido butirico.

Innami et al. (1998) avaliaram o efeito hipocolesterolémico de dietas contendo
folhas liofilizadas de malva-judia, caqui e batata-doce, em concentragdes que variaram de
10 a 15% da dieta. Os autores notaram a maior excre¢do fecal dos acidos biliares totais nos
grupos experimentais em comparagdo ao grupo controle, que recebeu celulose na
concentragdo de 5%. Esse efeito foi considerado o principal responsavel pela inibigao da
sintese hepatica de colesterol nos animais dos grupos experimentais. Os autores observaram
ainda um aumento significativo na massa fecal dos animais desses grupos; ainda assim,
esse dado ndo foi suficiente para diminuir a concentra¢do de acidos biliares por grama de
fezes ou sua excregdo fecal diaria. Também foi considerada a presenca de polifendis e
fitoesterdis nas folhas em estudo, atuando favoravelmente no metabolismo de acidos

biliares.

4.4.4. COMPOSICAO DA MICROBIOTA INTESTINAL NO CECO DOS
ANIMAIS

A microbiota intestinal participa de processos metabolicos importantes, como a
biotransforma¢do de 4acidos biliares primarios, a eliminagdo de compostos téxicos do
organismo, a ativacdo e a inativacdo de antibidticos, € a conversdo de compostos pro-
carcindgenos em carcindgenos (VASILJEVIC; SHAH, 2008). A microbiota pode ser
modulada por fatores dietéticos e influenciada por fatores como o stress, o uso de
medicamentos, ¢ em condi¢des pos-cirargicas (BOSSCHER et al., 2009). A distribuicao
dos microrganismos nas diferentes regides do trato gastrointestinal ¢ regida por fatores
dietéticos, ambientais e fisiologicos (MITAL; GARG, 1995).

Diversas espécies bacterianas influenciam a homeostase intestinal. Certas espécies
podem ser patogénicas e fontes de infec¢do e sepse em algumas circunstancias, como por

exemplo na ocorréncia de doengas inflamatorias intestinais. Nesses casos, a integridade da
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barreira da mucosa encontra-se fisicamente ou funcionalmente alterada, ocorrendo um
aumento na permeabilidade da barreira e o crescimento exacerbado e ndo controlado de
microrganismos. A predomindncia de certas populagdes, tais como Bacteroides e
Clostridium, predispde a uma série de desordens metabdlicas e torna o meio mais suscetivel
a infecgdes por enteropatdgenos, tais como Listeria, Escherichia coli, Campylobacter e
Salmonella. E beneficio para o hospedeiro, portanto, a manutengdo do equilibrio da
microbiota e o estimulo ao crescimento de espécies probidticas; tal efeito pode ser
conseguido através da administragcdo de substancias prebioticas (FOOKS; FULLER;
GIBSON, 1999).

O presente trabalho pretendeu verificar possiveis mudancas na composi¢do da
microbiota intestinal dos animais em estudo, como indicador do potencial prebiotico da

fibra da folha de taioba. Os resultados obtidos sdo demonstrados na Figura 9.
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Figura 9: Populagdo microbiana no ceco de ratos alimentados com diferentes fontes de fibra. Valores
expressos sdo médias das contagens realizadas no material cecal de 2-3 animais por grupo. Grupo 1: animais
que receberam dieta contendo 5% de celulose; Grupo 2: animais que receberam dieta contendo 2,5% de
celulose e 2,5% de inulina; Grupo 3: animais que receberam dieta contendo 2,5% de celulose e 2,5% de fibra
de taioba; Grupo 4: animais que receberam dieta contendo 5% de celulose e 2,5% de fibra de taioba; Grupo
5: animais que receberam dieta contendo 5% de celulose e 2,5% de inulina.
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De acordo com a Figura 9, pode-se observar que os géneros Bifidobacterium,
Clostridium e Lactobacillus parecem ser os grupos microbianos predominantes em todos os
casos, sendo que os animais alimentados com celulose parecem ter apresentado as menores
contagens desses microrganismos. As dietas aparentemente promoveram equivalentes
resultados para os grupos de probidticos. O género Clostridium apresentou contagens
elevadas em todos os grupos, sendo maiores para os animais que receberam inulina, o que
ndo era esperado. A inulina ¢ notada por seu efeito prebidtico comprovado, e portanto ¢
capaz de modular seletiva e beneficamente a microbiota intestinal (ROBERFROID, 2005).

Em relacdo a contagem de enterobactérias, pode-se observar que essas tiveram as
maiores variagdes entre as dietas. As contagens desse grupo de microrganismos no ceco de
animais que receberam taioba se assemelham com as apresentadas pelos animais que
receberam celulose, sugerindo efeito igualmente favoravel ao crescimento desse grupo; a
inulina, por outro lado, parece ter efeito repressor. As enterobactérias sdo principalmente
representadas por Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella sp., Yersinia enterocolitica,
Klebsiella spp., dentre outras, sendo algumas de potencial patogénico. Seria interessante
saber, dentre as enterobactérias, quais cepas foram estimuladas por um ou outro
componente da dieta. Por fim, as dietas apresentaram respostas distintas ao crescimento do
grupo de Bacteroides sp., tanto em relacao aos géneros probidticos e Clostridium, quanto as
enterobactérias. Enquanto que o crescimento das enterobactérias teve relacdo com a
presenga de inulina, o crescimento de Bacteroides sp. ndo respondeu uniformemente nem a
presenga de inulina nem a quantidade total de fibra na dieta.

E importante destacar que houve grande limitagdo na utilizagdo dos dados, pois s6
pudemos estabelecer comparagdes subjetivas entre 0os microrganismos, uma vez que a
analise contou com uma amostragem muito pequena. Desse modo, os resultados obtidos
tém carater ilustrativo e apenas sugestivo do que possivelmente seria observado em uma
amostragem maior. A impossibilidade em se dispor de uma amostragem mais ampla para
essa analise residiu na necessidade em se utilizar o mesmo material para as anélises de
acidos graxos de cadeia curta e biliares. A impossibilidade em se realizar analise estatistica

dos dados dificulta a interpretagdo dos resultados.

71



Considerando os resultados mencionados na discussao dos fatores que influenciam
a atividade fermentativa, poderia se pensar na possibilidade de que exista associagdo entre
os perfis de AGCC produzidos e o de microrganismos encontrados. Tentativas de

estabelecer qualquer associacdo, entretanto, ndo foram bem sucedidas.
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5. CONCLUSOES

e A folha de taioba liofilizada apresentou contetido de fibra total condizente com
outras hortalicas, sendo majoritariamente constituida de fibra insoltvel;

e A glicose foi o mondmero mais abundante encontrado na fibra da folha
liofilizada, sugerindo a presenga de grandes quantidades de celulose e
hemicelulose;

e A folha de taioba, na concentracdo de 7% da dieta, exerceu influéncia na
atividade fermentativa da microbiota intestinal, promovendo a maior
concentracdo de AGCC totais e a maior propor¢ao de acido butirico no ceco e
no cdlon dos animais, especialmente em animais que consumiram dieta
contendo 2,5% de celulose € 2,5% de fibra da folha de taioba;

e Embora as concentragdes de 4cidos biliares totais ndo tenham diferido
significativamente (p<0,05) entre os grupos, menor proporc¢ao de acidos biliares
secundarios foi encontrada em ceco e colon dos animais alimentados com folha
de taioba. Fatores que podem ter influenciado o metabolismo de acidos biliares
sd0 a mudanca no perfil fermentativo e o aumento da massa fecal observados
nos animais que receberam dietas contendo taioba, possivelmente devido a
contribui¢do da fibra insolivel presente na folha;

e A analise microbiologica de material cecal dos animais sugere a presenca dos
géneros probiodticos e de Clostridium sp. em grandes quantidades, sendo o
crescimento das enterobactérias aparentemente inibido na presencga de inulina.
Limita¢des metodoldgicas impedem que tais resultados sejam interpretados de
forma apropriada;

e Sugere-se que nao s6 a fibra, mas também a presenca de outros compostos
bioativos na folha de taioba possam influenciar positivamente os efeitos

fisiologicos observados.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 2140-1, sobre "Caracterizacdo parcial da
estrutura e propriedades fisiolégicas das fibras da folha de taioba

(Xanthosoma sagittifolium)", sob a responsabilidade de Prof. Dr. Jaime Amaya
Farfan / Elisa Bernardes Monteiro, esta de acordo com os Principios Eticos na

Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais
— CEUA/Unicamp em 03 de maio de 2010.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 2140-1, entitled " u
is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - Unicamp) on May 3, 2010.
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