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RESUMO

ZANARDI, Keila Rodrigues. Efeitos funcionais da yacon (Smallanthus sonchifolius) e
do kefir isolados ou associados em ratos com cancer de colon. 2021. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Universidade Federal do
Espirito Santo, Alegre — ES. Orientadora: Prof2. Dr2, Neuza Maria Brunoro Costa.
Coorientadores: Prof2. Dr2. Mirelle Lomar Viana e Prof. Dr. Leonardo Oliveira Trivilin.

O céancer colorretal (CCR) € uma das neoplasias malignas mais comuns e
representa um problema para a saude publica devido a sua importante frequéncia e
mortalidade. A modulacdo da saude intestinal por intermédio da administracdo de
pré e prebidticos pode ser uma alternativa viavel para reduzir o risco do
desenvolvimento do cancer de célon. O kefir € uma bebida fermentada, facilmente
digerida pelo intestino, rica em probi6ticos naturais. A yacon (Smallanthus
sonchifolius) € uma raiz tuberosa, rica em frutooligossacarideos (FOS), os quais
possuem propriedades prebidticas. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
funcionais do yacon (Smallanthus sonchifolius) e do kefir isolados ou associados em
ratos com céancer de célon. Ratos Wistar adultos (n=60) foram divididos em cinco
grupos: C (controle saudavel alimentado com AIN-93 M), T (induzidos ao CCR e
alimentados com AIN-93 M), Y (induzidos ao CCR e alimentados com AIN-93 M e
yacon em quantidades suficientes para fornecer 5% de FOS), K (induzidos ao CCR
e alimentados AIN-93 M e com 1 mL de kefir misturado a dieta padréo AIN-93 M) e
YK (induzidos ao CCR e alimentados com AIN-93 M e associacdo yacon/kefir). A
carcinogénese foi induzida nos grupos T, Y, K e YK, com 1,2-dimetilhidrazina (55
mg/kg, subcutanea, semanalmente), durante cinco semanas consecutivas. Durante
a inducao, todos os grupos receberam dieta padrdao AIN-93 M. Nas 62 a 152
semanas, 0s grupos experimentais foram alimentados com suas respectivas dietas.
Ao final da 102 semana, quatro animais de cada grupo foram eutanasiados para
coleta de dados referentes ao periodo pré-neoplasico. Os animais restantes
permaneceram no estudo até o final da 158 semana, na qual realizou-se analise da
permeabilidade intestinal por meio da coleta da urina de 24h pdés administracdo de
lactulose (100 mg/kg) e manitol (50 mg/kg). Em seguida, os animais foram
eutanasiados e coletados sangue para analise do perfil de citocinas pré e anti-
inflamatorias e capacidade antioxidante total (CAT); conteudo do intestino grosso
para analise do pH intraluminal, acidos graxos de cadeia curta (AGCC),

imunoglobulina A secretéria (slgA), e lesGes macro e microscépicas da mucosa



colorretal. Kefir: reduziu IL-6 e aumentou lactulose e acido acético; Yacon: reduziu
pH intraluminal e IL-6, e aumentou slgA, CAT e butirico; Yacon+Kefir: reduziu do pH
intraluminal e IL-6, e aumentou sIgA, CAT, acido acético, FCA < 3 e FCA total. Os
resultados do trabalho sugerem que o consumo de yacon e de kefir, yacon+kefir ndo
reduziram o risco e/ou progressdo do cancer colorretal em animais induzidos ao
cancer colorretal em experimento de 15 semanas e yacon+kefir ndo teve acéo

simbidtica.

Palavras-chave: probioticos, prebioticos, simbibticos, cancer colorretal, saude

intestinal, ratos



ABSTRACT

ZANARDI, Keila Rodrigues. Functional effects of yacon (Smallanthus sonchifolius)
and kefir isolated or associated in rats with colon cancer. 2021. Dissertation (Master
in Food Science and Technology) - Federal University of Espirito Santo, Alegre - ES.
Advisor: Prof. Dr. Neuza Maria Brunoro Costa. Co-advisors: Prof. Dr. Mirelle Lomar
Viana and Prof. Dr. Leonardo Oliveira Trivilin.

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignancies and represents a
public health problem due to its important frequency and mortality. The modulation of
intestinal health through the administration of pro and prebiotics may be a viable
alternative to reduce the risk of colon cancer development. Kefir is a fermented drink,
easily digested by the gut, rich in natural probiotics. Yacon (Smallanthus sonchifolius)
IS a tuberous root rich in fructooligosaccharides (FOS), which have prebiotic
properties. The aim of this study was to evaluate the functional effects of yacon and
kefir isolated or associated in rats with colon cancer. Adult Wistar rats (n=60) were
divided into five groups: C (healthy control fed with AIN-93 M), T (induced to CRC
and fed with AIN-93 M), Y (induced to CRC and fed with AIN-93 M and yacon in
sufficient quantities to provide 5% FOS), K (CRC-induced and Fed AIN-93 M and
with 1 mL kefir mixed with standard diet AIN-93 M) and YK (CRC-induced and fed
With AIN-93 M and yacon/kefir combination). Carcinogenesis was induced in groups
T, Y, K and YK, with 1,2-dimethylhydrazine (55 mg/kg, subcutaneous, weekly), for
five consecutive weeks. During induction, all groups received a standard Diet AIN-93
M. In the 6th to 15th weeks, the experimental groups were fed their respective diets.
At the end of the 10th week, four animals from each group were euthanized to collect
data referring to the preneoplastic period. The remaining animals were kept in the
study until the end of the 15th week period, in which intestinal permeability was
performed by collecting 24 h urine after administration of lactulose (100 mg/kg) and
mannitol (50 mg/kg). Then, the animals were euthanized and blood collected for
analysis of the pro- and anti-inflammatory cytokine profile and total antioxidant
capacity (TAC); contents of the large intestine for analysis of intraluminal pH, short-
chain fatty acids (SCFA), secretory immunoglobulin A (slgA), and macro and
microscopic lesions of the colorectal mucosa. Kefir: reduced IL-6 and increased
lactulose and acetic acid; Yacon: reduced intraluminal and IL-6 pH, and increased
slgA, TAC and butyric acid; Yacon+Kefir: reduced intraluminal pH and IL-6, and
increased slgA, TAC, acetic acid, aberrant crypt focus (ACF) < 3 and total ACF. The



results of the study suggest that the consumption of yacon and kefir, yacon+kefir did
not reduce the risk and/or progression of colorectal cancer in colorectal cancer-

induced animals in a 15-week experiment and yacon+kefir had no symbiotic action.

Keywords: probiotics, prebiotics, symbiotics, colorectal cancer, intestinal health, rats
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1. INTRODUCAO

Na atualidade, as doencas crénicas ndo transmissiveis (DCNTSs) estdo cada
vez mais presentes em todo o mundo, sendo o cancer, um dos principais (BRAY et
al., 2018). Em destaque temos o cancer colorretal (CCR), ocupando o segundo lugar
na ocorréncia de tumores e sendo um dos principais causadores de mortalidade por
cancer no Brasil (INCA, 2020).

O CCR ¢é a doenca que se desenvolve na regido do intestino grosso (colon e
o reto), se manifestando por meio da lesdo intestinal promovida por esta patologia,
juntamente com alteracdes na resposta imunoldgica do portador. Podem induzir
danos na barreira intestinal e consequentemente a translocagdo bacteriana,
podendo desencadear um processo infeccioso, a despeito do processo inflamatério
pré-existente ao promover a ativacdo de componentes carcinogénicos e a producao
de compostos mutagénicos, como os radicais livres (DENIPOTE; TRINDADE;
BURINI, 2010; INCA, 2020).

Evidéncias indicam que alguns fatores de risco, como historico familiar,
doenca inflamatoria intestinal, consumo excessivo de alcool e fumo, alta ingestédo de
carne vermelha e processadas, auséncia ou baixa atividade fisica, sobrepeso e
obesidade e diabetes, estdo associados a maior incidéncia do CCR (SONG; CHAN,
2019). Por outro lado, alteragbes na composi¢cdo da microbiota intestinal vém sendo
altamente relacionadas em estudos como um fator essencial para o
desenvolvimento desta patologia (TILG et al., 2018), um exemplo € a disbhiose, que
causa um desequilibrio na microbiota intestinal ao reduzir a funcao e diversidade da
microbiota benéfica e aumentando o numero de bactérias patogénicas,
permeabilidade intestinal e resposta imunoldgica desregulada (OLIVEIRA, 2022).
Desta forma, dentre as abordagens para prevencdo e tratamento do CCR, uma
alternativa viadvel seria a modulagdo da microbiota intestinal por intermédio da
administracédo de pro e prebidticos (DENIPOTE; TRINDADE; BURINI, 2010).

Os probidticos sdo microrganismos vivos capazes de auxiliar na reducédo da
incidéncia de doengas principalmente gastrintestinais, atuado diretamente na
integridade da barreira intestinal, um exemplo é o kefir (FARAG et al., 2020). J& os
prebioticos sé@o substratos utilizados pelos microrganismos do hospedeiro que
conferem beneficios a saude estimulam seletivamente a proliferacdo e/ou atividade

de populagbes de bactérias desejaveis no colon, um exemplo é a yacon (SAAD,
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2006; MOHANTY et al.,, 2018). Simbidticos € a combinacdo de prebiodticos e
probidticos que atuam sinergicamente para promover bactérias gastrointestinais
saudaveis (SWANSON et al., 2020).

O kefir € uma bebida fermentada rica em probidticos naturais (OLIVEIRA; DE
ALMEIDA; BOMFIM, 2017; TORRES-FUENTES et al., 2017). O kefir € o resultado
da atividade metabolica de uma mistura especifica e complexa de um conjunto de
bactérias e leveduras, que vivem em associacdo simbidtica nos graos de kefir
(FARAG et al.,, 2020). O estudo de Brasiel et al. (2020) demonstrou suprimir o
namero de tumor e reduzir a concentracao de citocinas IL-1b, IL-6, TNF-a e oxido
nitrico em modelo animal de carcinogénese colorretal alimentados com 1 mL de kefir
diariamente.

A yacon (Smallanthus sonchifolius) € uma raiz tuberosa, considerada um
alimento funcional rico em frutooligossacarideos (FOS). Os FOS sédo carboidratos
complexos resistentes a acdo das enzimas digestivas, portanto, chegam intactos ao
célon, onde sdo fermentados por bifidobactérias, formando lactato, gases (dioxido de
carbono e hidrogénio) e acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (YAN et al., 2019).
Possuem propriedades prebidticas que aumentam a absor¢cédo e biodisponibilidade
dos minerais (célcio, magnésio e ferro) (LOBO et al., 2014), regulacdo do apetite,
aumento da atividade antioxidante, modulacdo positiva do sistema imune e efeito
hipolipidémico (YAN et al., 2019). O estudo de Grancieri et al (2017) demonstrou que
o0 consumo diario de farinha de yacon reduziu porcentagem de focos de cripta
aberrante, permeabilidade intestinal e pH, e aumentou a formacgéo de acidos graxos
de cadeia curta, profundidade e o numero de criptas do c6lon em modelo animal
induzido ao CCR.

N&o foram encontrados trabalhos que relatassem efeitos negativos referentes
ao consumo de yacon ou kefir em ratos induzidos ao CCR. Em contrapartida,
pesquisar como a de Grancieri et al (2017) e Brasiel et al. (2020) demonstraram que
a yacon e o kefir separadamente tem a capacidade de reduzir os FCA e tumores
provenientes do CCR, portanto, a associacéo entre a yacon + kefir pode ter efeito
prebiotico associado ao probidtico positivo sobre a doenca, porém isso ainda néo foi
relatado na literatura, sendo inédito a pesquisa da associacdo da yacon + kefir em

animais induzidos ao CCR.
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Portanto, dado os impactos do cancer colorretal na incidéncia e mortalidade
da populacdo, mais estudos sdo necessarios para elucidar o possivel efeito
prebiotico da yacon e do probidtico kefir, assim como a associacdo de ambos e
possivel acdo simbidtica, se faz necessério, visto os efeitos benéficos a saude do
coélon e sua relacdo com a integridade da mucosa intestinal e o sistema imunolégico,
uma vez que, ambos estdo diretamente relacionados a microbiota saudavel,

contribuindo assim, para a reducéo do risco e/ou progresséo do CCR.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito prebidtico da yacon, probiético do kefir, bem como suas

associacdes na carcinogénese colorretal induzida em modelo animal

2.2. Objetivos especificos

Determinar a numero de unidades formadoras de coldnia (UFC) em amostras
de kefir.

Avaliar o efeito do yacon, kefir e sua associagdo na carcinogénese colorretal,
por meio das alteracdes morfofisiopatoldgicas da mucosa intestinal dos animais.

Avaliar o efeito do yacon, kefir e sua associacdo sobre o pH e conteddo de
acidos graxos de cadeia curta do fluido intestinal dos animais com ou sem cancer
colorretal induzido.

Analisar o efeito do do yacon, kefir e sua associa¢do sobre a integridade da
barreira intestinal de animais submetidos ou néo a carcinogénese colorretal.

Verificar a atuacdo do yacon, kefir e sua associacado na concentracdo de IgA
secretora intestinal,

Avaliar o efeito do yacon, kefir e sua associacdo sobre a resposta inflamatéria

e oxidativa de animais submetidos ou nao a carcinogénese colorretal.
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3. HIPOTESE

Nossa hipotese € que o prebidtico yacon e probidtico kefir, estaria associado
a um menor risco e/ou progressao do cancer colorretal, visto os efeitos benéficos a
saude do colon e sua relacdo com a integridade da mucosa intestinal e o sistema
imunologico, uma vez que, ambos estdo diretamente relacionados a microbiota
saudavel. Além disso, formulamos a hipotese de que a associacdo dos dois, yacon +

kefir, teria um efeito simbiotico, protetor sobre o cancer colorretal.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Barreira intestinal

A saude do organismo depende de um trato gastrointestinal (TGI) saudavel,
uma vez que, € composto por uma extensa e diversa microbiota, com cerca de 100
trilnGes de micro-organismos, sendo, portanto, um microecossistema cinético que
possibilita o desempenho normal das funcdes fisiolégicas do hospedeiro (SAAD,
2006). A microbiota que constitui 0 microecossistema variam ao longo do trato
digestorio e localizam-se entre a mucosa e o limen intestinal (BEDANI; ROSSI,
2009).

O TGI é composto pela boca, faringe, eséfago, estbmago, intestino delgado e
grosso, e orgaos anexos (figado, pancreas, vesicula biliar e glandulas salivares). O
intestino € um importante 6rgdo no sistema de defesa imunoldgica, pois diminui a
proliferacdo de agentes patdgenos do meio externo, através de exclusdo competitiva
e funcéo barreira contra a translocacdo bacteriana promovida pelos sitios de ligacdo
celulares da mucosa que promove aderéncia e estimulacédo do sistema imune além
de é responsavel por recebe agua, nutrientes e eletrdlitos, (HALL; GUYTON, 2012).

O sistema de defesa da mucosa intestinal conta com uma microbiota ativa,
gue tende a desenvolver-se e constituir com o sistema imune, de forma a evitar o
surgimento de doencas que envolvem desregulacdo ou interferem no
desenvolvimento inicial da resposta imunoldgica (KIELA; GHISHAN, 2016).

O sistema imune intestinal se divide basicamente em inato e adaptativo,
sendo o inato importante por exercer o equilibrio entre a microbiota intestinal e o
hospedeiro, através da defesa contra os patégenos por meio da imunidade inata e
imunidade adquirida (CHOI; YERUVA; TURNER, 2017).

e Imunidade inata & formada por barreiras quimicas e fisicas, tais como:
epitélio, acidez gastrica, camada de muco, microbiota intestinal, células
fagocitarias (granulécitos, macréfagos, células NK) e citocinas. O Epitélio
intestinal é uma barreira fisica, separando agentes altamente imunogénicos
do lmen intestinal de outros imunorreativos da submucosa. Possui multiplos
receptores que detectam a presenca de bactérias patogénicas e produz

moléculas antimicrobianas como alfa e beta defensivas e lecitinas. O epitélio
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intestinal é composto por enterdcitos, células caliciformes (regulam a

producdo de muco), células de Paneth (producdo de peptideos

antimicrobianos) e células enteroenddcrinas. Os enterdcitos atuam na
absorcdo e no processamento final dos nutrientes, na permeabilidade da

barreira intestinal e no sistema imunoldgico, posto que sintetizam citocinas e

guimiocinas, as quais participam na transducéo de sinais inflamatorios.

¢ Imunidade adaptativa envolve os linfécitos Humoral (linfocitos B e anticorpos
produzidos por eles) e linfécitos Celular (linfécitos T e citocinas). A resposta
humoral do intestino caracteriza-se pela producdo e secrecdo de
imunoglobulina ou IgA sintetizada em resposta a ativacéo dos linfocitos T das

placas de Peyer. J& a imunidade celular é mediada pelos linfocitos T (Thl e

Th2) e seus subprodutos. linfécitos Thl, caracteriza-se por inflamacgéo

transmural e granulomatosa, como no caso da Doenca de Crohn, enquanto

os linfécitos Th2 é caracterizada por inflamac6es superficiais com exsudato
celular inflamatério agudo e edema da mucosa, como ocorre na colite
ulcerativa.

Cada vez mais tem-se argumentado sobre a importancia do TGI na
conservacao e qualidade da saude humana, uma vez que, o mesmo esté ligado a
permeabilidade intestinal, cuja exerce fungéo de barreira. Este permite a passagem
de moléculas por meio do mecanismo de difusdo ndo mediada e sem utilizar
carreador bioquimico passivo ou ativo (THOO; NOTI; KREBS, 2019).

Para avaliar a permeabilidade intestinal utiliza-se a técnica de avaliacdo da
excrecdo urinaria de acucares nao metabolizados (lactulose e o manitol),
administrados oralmente. Estes acUcares sao utilizados devido a capacidade, dos
mesmo de atravessar 0 epitélio e ndo serem metabolizados pelo organismo,
possibilitando a obtencdo do indice especifico da permeabilidade intestinal. A
lactulose € um dissacarideo utilizado para avaliar a permeabilidade de moléculas
maiores pois 0 mesmo é capaz de passar entre as juncdes paracelulares. Por outro
lado, o manitol € monossacarideo utilizado para medir a permeabilidade transcelular,
ja que o mesmo, € utilizado para avaliar a permeabilidade de moléculas menores.
(BISCHOFF et al., 2014; TEIXEIRA et al. 2014).

Uma permeabilidade acentuada pode acontecer devido a estresse

hiperosmolar, citocinas e horménios, uso de drogas, dieta rica em gorduras e pobre
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em fibras e doencas como disbiose. Esses fatos podem facilitar a passagem de
antigenos pela mucosa, podendo dar iniciar ou agravar um processo inflamatorio.
Em consequéncia, células relacionadas ao processo inflamatério, como linfocitos,
neutrofilos e macrofagos, acumulam-se na mucosa intestinal liberando elevadas
guantidades de espécies reativas de oxigénio (ERO), como peréxido de hidrogénio,
radicais hidroxilo, anions superoxido e peroxinitrito e espécies reativas de nitrogénio
(ERN), como 6xido nitrico (NO) (THOO; NOTI; KREBS, 2019; ZHU; LI, 2012).
Durante o processo de inflamacédo as células epiteliais sofreram mutacdes
genéticas, perdendo sua funcéo apresentadoras de antigeno (APC) na ativacao da
B-catenina e, consequentemente ocasionando carcinomas e adenomas. Em funcao
da perda de funcdo das células intestinais surgem alguns distlrbios como diarreias,
obstipacéo croénica, colite pseudomembranosa, doenga de Crohn, recolite ulcerativa,
sindrome do intestino irritavel, cancer de colon (CHOI; YERUVA; TURNER, 2017).

4.2. Cancer colorretal

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em média 8,8
milhdes de pessoas morrem de cancer a cada ano no mundo (BRASIL, 2017). O
cancer de coélon ou cancer colorretal (CCR) é uma das neoplasias malignas mais
comuns e é um grande problema de saude publica devido a sua elevada frequéncia
e mortalidade, cuja incidéncia vem aumentando continuamente (PONTO; TAIEB,
2017). O CCR ocupa a terceira posicdo no ranking dos canceres mais comuns no
mundo e segundo em mortalidade, com 95.520 novos casos e 50.260 mortes em
2017 nos EUA (SIEGEL et al., 2017). Segundo o Instituto Nacional de Cancer —
INCA, o cancer colorretal € o segundo tumor mais incidente em mulheres e homens.
Séo cerca de 41 mil novos casos e 20 mil 6bitos anuais, somente no Brasil (INCA,
2020).

De acordo com o Instituto Nacional de Céancer - INCA (2020), no mundo, 0s
tipos de cancer mais frequentes nos homens sao de préstata (29,2 %), colorretal
(9,1 %), traqueia, bronquio e pulméao (7,9 %) e estdbmago (5,9 %). Nas mulheres, os
mais incidentes sdo cancer de mama (29,7 %), colorretal (9,2 %), colo do atero (7,5

%) e traqueia, bronquio e pulméo (5,6 %). Estes indices sdo principalmente
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observados nas regibes mais desenvolvidas, porém a maioria das mortes por esse
tipo de neoplasia acomete as regides subdesenvolvidas (FERLAY et al 2013).

O céancer colorretal € o nome dado ao crescimento desordenado de células
anormais com potencial invasivo, no intestino grosso (coélon e reto), cuja origem se
da por condi¢cdes multifatoriais (INCA, 2020). As células do corpo dividem-se quando
sdo expostas a horménios e fatores de crescimento, entretanto, as células
cancerosas néo irdo responder a estes comandos e perdendo assim, o controle
sobre a diviséo celular, dividindo-se descontroladamente, gerando grandes massas
de células ou tumores (PRADO, 2014). O processo de carcinogénese é dividido em

trés estagios: iniciacdo, promocao e progressao, demonstrado na Figura 1.

No estagio de iniciacdo, 0s agentes cancerigenos vao agir nos genes,
modificando-os e gerando células geneticamente alteradas. Nessa fase, ainda néo é
possivel se detectar um tumor clinicamente, mas as células jA se encontram
“iniciadas" para a acdo de um segundo grupo de agentes, 0s cancerigenos
(oncopromotores) que atuardo no estadgio de promocdo. A célula iniciada se
transforma em célula maligna, de forma lenta e gradual através de um longo e
continuado contato com 0s oncopromotores, porém se suspender do contato com
agentes promotores muitas vezes pode-se interromper 0 processo nesse estagio. No
estagio de progressdo, as células alteradas apresentam uma multiplicacdo
descontrolada e irreversivel ocasionando o cancer. O cancer ja instalado, evolui até

o surgimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca (INCA, 2020).

Os tumores podem ser benignos ou malignos (Figura 2). Os benignos ndo sao
canceres pois se assemelham ao tecido do qual eles se originaram, crescem
lentamente e sao fixos, no entanto, devem ser retirados, pois 0 aumento de volume
pode interferir o fluxo do intestino, causando congestionamento. Ja os malignos nao
se assemelham com seu tecido de origem e na maioria das vezes, apresentam
estruturas irregulares podendo gerar o tumor, além de possuir alta capacidade de
metastase (PRADO, 2014). Células cancerosas se diferem das células normais pois
possuem alta taxa de divisdo celular, altas taxas metabdlicas e alta taxa de
formacdo celular anormal, além de invadirem novos territorios celulares
(GRIFFITHS, 2008).
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Figura 1. Etapas da carcinogénese. Fonte: Adaptado de INCA, 2020.

Os polipos possuem crescimento benigno, porém dependendo do seu tipo
podem iniciar ou ndo o processo de carcinogénese. Os polipos que iniciam a
carcinogénese sao pélipos adenomatosos e displasicos, e 0s que nao iniciam sdo
polipos hiperplasicos e inflamatorios. Os poélipos adenomatosos sao lesdes que

podem crescer na parede interna do intestino grosso, conhecidas como focos de
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criptas aberrantes (FCA) que sao grupos de células alteradas, que possuem maior
tamanho, aspecto mais corado, aberturas menos circulares e com tendéncia a se
apresentarem alongadas, elipticas ou tortuosas (SANTOS; CARVALHO; SOUZA,
2013) (Figura 3). Os FCA séo evolugbes de uma cripta alterada. Nesse estagio, 0s
FCA s6 podem ser observados e quantificados microscopicamente, sendo o
resultado dessa contagem um indicador da carcinogénese de célon. Uma complexa
interacdo entre genética e meio ambiente pode induzir os polipos adenomatosos
dando origem a adenocarcinoma, lesdes essas mais comuns no CCR (GUPTA,
SCHOEN, 2009).

Célula com crescimento anormal

Hiperpro- Pdlipo adenomatoso Displasi A . ) ,
liferacdo (pequeno) (grande) Ispiasia grave  Adenocarcinoma Céncer invasivo

Benigno Maligno

Figura 2. Representacéo ilustrativa das etapas do processo de carcinogénese do
cancer colorretal. Fonte: Traduzido de Santos, 2016.

Figura 3. Mucosa de apresentando varios FCAs. Fonte: A autora
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O CCR é resultado da interacéo entre fatores endégenos e ambientais, sendo
considerado uma doenca relacionada ao estilo de vida, uma vez que a sua
incidéncia é maior em paises com habito alimentar que coincide com os fatores de
risco da doenca, tais como: consumo excessivo de carne vermelha, carnes
processadas, gorduras saturadas, bebidas alcoodlicas, baixa ingestdo de frutas,
legumes e verduras. Outros fatores de risco sédo alta prevaléncia de obesidade e
sobrepeso, sedentarismo, tabagismo, inatividade fisica, idade igual ou acima de 50
anos, histodrico familiar ou pessoal de cancer de intestino e doengas inflamatorias do
intestino (retocolite ulcerativa crénica e doenca de Crohn). Estudos apontam que a
pratica regular de atividade fisica e 0 consumo de alimentos ricos em fibras, como a
yacon e derivados de leite, como o kefir sdo considerados fatores protetores mais
importantes contra a CCR. Portanto, uma alimentagdo rica em fibras aliada a
atividade fisica, juntamente com diagndstico precoce do CCR, a sobrevida do
paciente € aproximadamente de 49,8% (INCA; 2020).

4.3. Prebioticos e seus efeitos no organismo

Os prebidticos sdo substratos alimentares nao digeriveis seletivamente
utilizados pelos microrganismos do hospedeiro conferindo beneficios a saude
principalmente no intestino grosso, no entanto podem ter impacto no intestino
delgado (GIBSON et al., 2017). Estimulam seletivamente a proliferacdo ou atividade
de populacdes de bactérias desejaveis no célon e a absorcdo de determinados
nutrientes (SAAD, 2006).

Os prebiodticos podem ser encontrados naturalmente em diversos alimentos,
como chicéria, banana, tomate, cebola, alho, cereais, alcachofra, yacon ou podem
ser incorporados em alimentos (MOHANTY et al., 2018). Os Frutanos (inulina e
FOS), galactooligossacarideos, polidextrose e amido resistente sdo 0s principais
prebioticos incorporados pelas industrias alimenticias para melhorar as propriedades
sensoriais, reoldgicas, fisico-quimicas e fisiologicas doa alimentos (MARCON et al.,
2019).

A yacon é considerada prebidtica devido ao seu alto teor de FOS e inulina.
FOS e inulina sdo oligbmeros de frutose que ndo sdo hidrolisadas por enzimas

digestivas humanas, permanecendo intactas no coélon. Por tanto, esses frutanos
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servem como substratos fermentaveis para bactérias probidticas (MARCON et al.,
2019).

Na literatura, o consumo de FOS oriundo da yacon tem sido utilizado para
provocar um efeito bifidogénico por aumentar o niumero de bactérias benéficas,
como Bifidobacteria e Lactobacilli por serem resistentes em meio acido, e ao mesmo
tempo, inibir o crescimento de bactérias patogénicas, como Escherichia coli e
Salmonella, sensiveis a acidez (YAN et al., 2019).

As bactérias anaerdbicas probidticas residentes no intestino grosso fazem a
conversdo de carboidratos fermentaveis, ocasionando a producédo de acido latico,
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente acido acético, propiénico e
butirico, e gases, como dioxido de carbono e hidrogénio. Consequentemente, geram
aumento na biodisponibilidade mineral e diminui¢cdo do pH desse 6rgédo, estimulando
a proliferacdo de células epiteliais do célon (MARCON et al., 2019), regulam a
resposta imunologica intestinal, reduzindo a inflamacéo e o risco de cancer colorretal
(GRANCIERI et al., 2017; VERIDIANO et al., 2020), inibem a multiplicacdo de
patdbgenos e atuam como um sinal para a regulacdo genética da viruléncia em
patogenos entéricos comuns (CAETANO et al., 2016). A ingestdo do FOS melhora o
transito intestinal, a saciedade e peso corporal. Além de diminuir o colesterol total
e os niveis de triglicerideos, melhora o nivel de lipoproteina-colesterol de alta
densidade (HDL-c), confere também propriedades antiobesidade por inibir
a adipogénese (MARCON et al., 2019) (Figura 4).
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— Trato digestivo superior FOS ingerido

\—— Estomago: FOS intacto

— Intestino grosso: fermentacgéo da
FOS

Modulag&o da
microbiota intestinal

Eefeito bifidogénico Reducéo do pH

Figura 4. Consumo de yacon e os principais beneficios promotores de saude. Ao ser
ingerido, FOS chega ao colon intacto, onde é fermentado liberando acido orgénicos,
ocasionando na reducdo de pH intraluminal promovendo: Imunomodulacdo (A);
Absorcao mineral (B); Metabolismo lipidico (C); Homeostase glicémica (D); Inibicdo
patogénica (E); Efeito anticarcinogenico (F). Fonte: A autora com base em Caetano
et al., 2016.

ApoGs serem consumidos, a inulina e os FOS chegam intactos ao cdlon, onde
sdo fermentados por bifidobactérias, promovendo mudancas benéficas na
composi¢cdo da microbiota (GIBSON et al., 2017). A farinha de yacon, quando
fornecida em quantidade para prover 5 % de FOS na dieta, vem sendo o foco de
muitas pesquisas, por mostrarem um crescimento de Bifidobactérias e Lactobacilos
em modelo de cobaia e pH fecal mais baixo em individuos adultos com constipacao
(SANT'ANNA et al.,, 2015). Assim sendo, pacientes diagnosticados com CCR
apresentaram pH mais elevado e reducdo de AGCC, deste modo, a consumo de
prebidticos tendem a melhorar essas alteracdes causadas pela carcinogénese do
colon (YAN et al., 2019).

Com base nos beneficios da ingestdo de yacon como fonte de FOS, foi
possivel identificar uma reducgéo significativa no nimero e na multiplicidade de focos

de criptas aberrantes e no niumero de adenocarcinomas invasivos, demonstrando
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gue a ingestdo da yacon pode ter potencial como agente quimiopreventivo contra a
carcinogénese do colon induzida pela 1,2-dimetil-hidrazina (DMH) em 58 ratos
Wistar machos (MOURA et al., 2012). Grancieri et al. (2017) conseguiram identificar
uma reducgéo percentual de criptas aberrantes, na permeabilidade intestinal e pH e
aumento da formacdo de AGCC com a suplementacdo de farinha de yacon com
FOS a 7,5 % em 46 ratos Wistar machos. Deste modo diversos estudos

demonstraram o efeito positivo da yacon sobre o cancer colorretal (Tabela 1).

Tabela 1. Estudos que mostram a relacdo entre yacon e cancer colorretal em ratos
wistar.

Alimento Resultados Referéncias

Farinha de yacon - Reduc¢&o no nimero e multiplicidade de

(FY) e FY + FCA e no numero de adenocarcinomas Moura (2012)
probidtico invasivos.
Yacon e

. - Reducao do dano ao DNA em leucdcitos;
Lactobacillus

. . - Diminuicéo da proliferagcéao celular e Almeida et al.
acidophilus CRL .
1014 aumentaram os indices de apoptose; (2015)
- Potencial como agente quimiopreventivo.
- Reducéo da permeabilidade intestinal, da
Farinha de yacon  porcentagem de FCA e pH; Grancieri et al.
(FY) -Aumento da profundidade e o niumero de (2017)

criptas do colon e AGCC.

-Aumento dos niveis de TNF-a, IgA e AGCC;

. ~ . : ~ Verediano et al.
Farinha de yacon -Reducao da CAT, pH intraluminal, razéo

lactulose / manitol, I1L-10. (2020)
~ . Choque
. -Reducgéo IL-1 B em culturas de macrofagos;
Farinha de yacon .. Delgado et al.
-Aumento dos niveis de IgA fecal. (2012)

FCA: foco de criptas aberrantes; DNA: acido desoxirribonucleico; TNF-a: Fator de necrose tumoral-
alfa; IgA: Imunoglobulina A; AGCC: acido graxo de cadeia curta; CAT: capacidade antioxidante total;
IL: Interleucina.

4.3.1. Yacon (Smallanthus sonchifolius)

Yacon é uma planta herbacea e perene que forma raizes tuberosas
subterraneas de sabor doce (KIM et al., 2019), € membro da familia dos girassois:
Compositae ou Asteraceae (ADRIANO et al., 2019; CRUZ et al., 2019). Também
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esta relacionado a alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberosus). Seu nome
cientifico é Smallanthus sonchifolius Poepp., anteriormente conhecido como
Polymnia sonchifolia ou Polymnia edulis (KAMP et al., 2019) (Figura 4).

A yacon é uma planta nativa da regido andina da América do Sul (Bolivia,
Equador, Argentina e Peru) (Figura 5), contudo € cultivada em varias regides do
mundo como Brasil, Japdo e Estados Unidos (DA SILVA et al., 2018; MARTINEZ-
OLIVEIRA et al., 2018; MACHADO et al.,, 2019). As raizes variam em forma e
tamanho, geralmente possuem de 15 a 20 cm de comprimento e 10 cm de
espessura, as cores da casca e a poupa também variam de branco ou creme a
amarelo, laranja, vermelho ou roxo, e suas folhas sédo verde-escuras em forma de
flecha. Uma planta pode produzir de 2 a 10 kg de raizes (RAJCHL et al., 2018;
KAMP et al., 2019). A yacon é uma planta que cresce sob condi¢cdes quentes ou
frias e ndo possui problemas com pragas ou doencas devido aos efeitos protetores

de compostos como sesquiterpenos e disesquiterpenos (SOUSA et al., 2015b).

Figura 5. Raiz tuberosa yacon. Fonte: prépria autoria.

Tanto a raiz, quanto a folha de yacon podem ser consumidos de formas
variadas, a raiz pode ser consumida crua ou em formas processadas como
Xarope ou suco, secos como fatias ou lascas, e moidos como p6 ou como vinagre, ja
as folhas de yacon sédo consumidas tradicionalmente como cha (MACHADO et al.,
2019).

As raizes tuberosas de Yacon tém um baixo valor calérico, e sdo compostas,

principalmente, de agua (~70%) e carboidratos principalmente em
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frutooligossacarideos (FOS) e inulina (MACHADO et al. 2019) e outros compostos
bioativos, como acido clorogénico e outros componentes fendlicos, através de um
processo que inclui maceracao enzimatica, seguida de microfiltracdo e concentracao
de vacuo (ADRIANO et al., 2019). A raiz € rica em fibras alimentares (~45 g em 100
g de matéria seca) principalmente FOS (ZIAROVSKA et al., 2019), porém, esse alto
teor de FOS depende da adesdo, tempo de colheita e tratamento pds-colheita
(OJANSIVU; FERREIRA; SALMINENA, 2011). A Tabela 2 descreve a composicao
da farinha de yacon. A maioria dos efeitos benéficos relatados pelo consumo desta

planta tuberosa resulta da presenca de tais compostos (RAJCHL et al., 2018).

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos e composi¢cdo de aclUcares da farinha de
yacon.

Componentes (9/100q9)
Umidade 6,97
Proteinas 3,18
Lipidios 0,78
Cinzas 5,96
Fibra alimentar soltvel (FS)?! 9,24
Fibra alimentar insolavel (FI)! 6,58
Carboidratos totais* 67,29
Glicose? 8,64
Frutose? 9,81
Sacarose? 14,87
Oligofrutano? 24,43
Inulina? 7,52
FOS? 19,39
Fibras probidticas?® 51,34
Valor cal6rico (kcal) 148,1

Determinados pelo método n°985.29 AOAC (1990); 2Determinados por HPLC; 3Soma de
oligofrutano, inulina e FOS (valor utilizado para o calculo da quantidade de farinha de yacon a ser
adicionada na dieta; *Carboidratos totais = 100 — (umidade + lipidios + proteinas + cinzas + FS + FI).
Fonte: Gomes (2020).

O é&cido clorogénico e L-triptofano sdo dois dos principais antioxidantes
presentes na yacon. O acido clorogénico e seus derivados sdo antioxidantes tipicos

em plantas terrestres, como batata, maca e tomate. O L-triptofano € um aminoacido
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essencial para animais e seres humanos, também conhecido como precursor da
melatonina e serotonina (OJANSIVU; FERREIRA; SALMINENA, 2011).

Podem ser encontrados na raiz yacon cinco derivados diferentes de acido
cafeico. Dois deles sdo o &cido clorogénico (acido 3-O-cafeoilquinico e acido 3,5
dicafeoilquinico), e o restante ésteres do acido cafeico com os grupos hidréxido
acido aldarico derivado da hexose. Todos esses compostos tém propriedades
antioxidantes (OJANSIVU; FERREIRA; SALMINENA, 2011; SOUSA et al., 2015a).

Os principais compostos de armazenamento na yacon séo frutanos com baixo
teor de glicose. A estrutura dos frutanos € rica em compostos do tipo inulina e FOS,
semelhante a outras espécies de Asteraceae, como a alcachofra de Jerusalém.
Porém diferente da maioria das raizes comestiveis, a yacon armazena seus
carboidratos na forma de FOS, e ndo na forma de amido (MARCON et al., 2019).
Segundo HARTEMINK et al. (1997), FOS sao oligossacarideos (acucares)
presentes, naturalmente em, principalmente, produtos de origem vegetal, com a
yacon famosa por ser rica deste composto. FOS séo fibras solUveis constituidas por
subunidades de frutose (2-16), ligadas entre si por ligagdes 3 (2 — 1) (MARCON et

al., 2019). Na Figura 6 temos as principais estruturas quimica dos FOS.
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Figura 6. Estrutura quimica dos principais frutooligossacarideos: |-kestose (A),
nistose (B) e frutofuranosil nistose (C). Fonte: Sathler, 2013.
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Os FOS séo polimeros curtos de frutose com um grau de polimerizacdo de 3
a 10 frutanos. Existem também acucares simples (15 a 40 %), como sacarose,
frutose e glicose e outros nutrientes. Os FOS em yacon representam principalmente
oligossacarideos. Sabe-se que esses oligossacarideos sdo ndo téxicos, nao
digeriveis e doces. Eles também s&o considerados benéficos para a saude por
varias razées (MACHADO et al., 2019).

Esses carboidratos sdo capazes de resistir a hidrolise de enzimas na parte
superior do trato gastrointestinal humano (ALBUQUERQUE; ROLIM, 2011). Por esse
motivo, eles tém um baixo valor calorico para os seres humanos (GENTA et al.,
2009).

FOS presente na yacon é metabolizado no célon por grupos especificos de
bactérias benéficas (ndo patogénicas) que fazem parte da microbiota
intestinal. Essas bactérias (especialmente dos géneros Bifidus e Lactobacillus),
proporcionam inumeros beneficios locais e sistémicos ao hospedeiro por
melhorarem a funcéo gastrointestinal ao prevenir e controlar a constipacédo, Além de
reduzirem os niveis de lipidios e glicose no sangue em animais (MARCON et al.,
2019).

4.4. Probiéticos e seus efeitos no organismo

Inicialmente qualquer substancia ou organismo que contribuia para manter o
equilibrio intestinal de animais era denominado probidtico, palavra esta de origem
grega que significa “para a vida” ou “a favor da vida” (LILLY; STILLWELL, 1965).
Uma das primeiras definicdes aceitas para probiotico foi “organismos e substancias
que contribuem para o equilibrio microbiano intestinal’, porém esta definicdo se
demonstrou inapropriada uma vez que a palavra “substancia” pode incluir
suplementos “contra a vida” (CARNICE, 2006; PARKER, 1974).

Na atualidade, a definicdo mais aceita € a da FAO/WHO (2001) que diz que
probidtico s&o micro-organismos vivos que administrados em quantidades
adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro. No Brasil, a ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) determina que os probidticos, devem,
obrigatoriamente, comprovar cientificamente ser seguro para uso por meio de

estudos clinicos, randomizados, duplo-cego e placebo controlados cujos desfechos
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demonstrem a relacéo proposta na alegacédo entre o consumo do produto e o efeito
funcional, previamente a comercializacao e deve comprovar seu efeito fisioldgico ou
metabdlico especifico, que deverd comunicado por meio de uma alegacdo de
propriedade funcional ou de saude (BRASIL, 2016).

Como descrito na legislacéo, os probidticos devem atender a alguns critérios,
tais como nao serem patogénicos e serem capazes de chegar intactos trato
gastrointestinal. Portanto, devem resistir aos processamentos tecnoldgicos e as
secrecdes gastricas, aderir-se ao epitélio intestinal, serem capazes de colonizar e
produzir substancias antimicrobianas no trato gastrointestinal, modular respostas
imunes, exercer influéncia em algumas atividades metabdlicas, como assimilacédo do
colesterol, producgéo de vitaminas, etc (CARNICE, 2006; MORAES; COLLA, 2006).

As principais bactérias lacticas (BAL) probiodticas, comuns adicionados aos
alimentos pelas industrias sdo pertencentes a varias espécies de lactobacilos e
bifidobactérias, mas também leveduras, como a Saccharomyces cerevisiae (Tabela
3). Contudo, outros géneros (Enterococcus, Bacillus e Escherichia) incluem cepas
reconhecidos como probiéticos (PRISCO; MURIELLO, 2016).

Os probidticos atuam no intestino somando a microbiota intestinal, ali se fixam
desenvolvendo seus mecanismos de acéo (Figura 7), que consiste, principalmente,
em: formar uma barreira fisica contra as bactérias patogénicas através da
competicdo por nutrientes e por sitios de ligacdo, ou seja, impedindo que as
bactérias patogénicas se liguem aos receptores; estimular a resposta imune atraves
do aumento da producdo de anticorpos; ativacdo de macréfagos; proliferacdo das
células T e producdo de interferon e mudangcas nas condicdes ambientais
(VARAVALLO; THOME; TESHIMA, 2008). A Tabela 5 descreve os mecanismos de
acdo dos prebidticos no intestino.
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Tabela 2. Micro-organismos empregados como probidticos.

Género

Espécie

Lactobacillus

L. acidophilus

L. acidophilus linhagens LC1, La5, Lal, La7,
Gilliland

. brevis

. casei

. casei linhagens Shirota, Imunitass, NCC208
. cellobiosus

. crispatus

. curvatus

. delbrueckii ssp. bulgaricus

. farciminis

. fermentum

. gasseri

. helveticus

. johnsonii

. lactis

. paracasei ssp. paracasei e ssp.tolerans

. plantarum

. reuteri

. rhamnosus

Bifidobacterium

. adolescentis
. animalis

. bifidum

. breve

. infantis

. lactis

. longum

. thermophilum

oocmwwwowowowommmrrrrrrrrrrrrererrrrr

Outras Bactérias acido
laticas

Lactococcus lactis
Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus acidilacticis
Streptococcus thermophillus
Stheptococcus diacetylactis
Streptococcus intermedius

Outros

E. coli strain Nissle
Saccharomyces cerevisae
Saccharomyces bourlardii

Fonte: Adaptado de Saad et al. (2013)
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Figura 7. Diagrama esquematico dos mecanismos potenciais ou conhecidos pelos
quais as bactérias probidticas podem atuar na microbiota. Competicdo por
ingredientes usados como substratos de crescimento (A), bioconversédo de acgulcares
em produtos de fermentacdo com propriedades inibitérias (B), producdo de
substratos de crescimento, por exemplo, EPS ou vitaminas, para outras bactérias
(C), antagonismo direto por bacteriocinas (D), exclusdo competitiva para sitios de
ligacdo (E), melhora na funcéo de barreira (F), estimulacdo da resposta imunoldgica
inata (mecanismo subjacentes desconhecidos) (G), e reducdo da inflamacéo,
facilitando a colonizacéo e permanéncia (H). Fonte: Adaptado de SAAD et al., 2013
e Silva, 2017.

Estudos demonstram que os probidticos sdo benéficos para a salde pois
desempenham um papel importante na manutencdo da microbiota intestinal, na
protecdo contra agentes patogénicos, na intolerancia a lactose e na diarreia infantil,
além de se destacar na reducdo do nivel de colesterol sérico e da presséo arterial,
reducdo da incidéncia de doencas urogenital e respiratorias e prevencao de alguns
tipos de cancer (PRISCO; MURIELLO, 2016).
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Tabela 3. Potenciais efeitos benéficos de probidticos e seus mecanismos.

Efeito benéfico

Mecanismos

Acé&o contra
agentes
patogénicos

Os probidticos podem produzir substancias antimicrobianas
especificas que inibem o crescimento e o desenvolvimento de
patogénicos (E. coli, Streptococcus, Clostridium, Helicobacter e
Salmonella). Estas substancias inibitérias incluem acidos
organicos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas. As BAL séo
produtoras de acidos orgéanicos (acido lactico e acético), que se
difundem através das membranas celulares patogénicas
acidificando o citoplasma das mesma e causando um colapso
eletroquimico, resultando numa acao bacteriostatica e eventual
morte do patdégeno.

Competicao por
nutrientes e
prebidticos

Os nutrientes presentes em quantidade limitada no intestino,
sdo utilizados pelos probidticos, impedindo que o0s agentes
patogénicos os utilize para seu desenvolvimento, limitando
assim a sua proliferacdo no hospedeiro.

Exclusao
competitiva

A exclusdo competitiva € um dos mecanismos mais usados
pelos probiéticos, consistindo na competicdo com os patégenos
pelos sitios de aderéncia a membrana das células da mucosa
do intestino. Esta inibicAo pode ocorrer por secregcdo de
substancias antimicrobianas que provocam um blogueio
especifico ou ndo especifico do receptor, por competicao direta
com o patdgeno, o que promove uma barreia fisica ha mucosa,
impedindo os agentes patogénicos de se fixarem e de
colonizarem o intestino. Em contraste, outros probidticos podem
ligar-se diretamente aos patdégenos devido a capacidade de co-
agregacao que algumas estirpes apresentam.

Funcao barreira

Os probiédticos elevarem a producdo de citocinas, que por sua
vez, induzem a secrecéo de Imunoglobulina A (IgA) na mucosa
intestinal, resultando na libertacdo de mucinas, que ao entrar
em contato com a agua, formam uma pelicula que lubrifica e
protege o epitélio intestinal contra os patégenos, formando uma
barreira fisica entre o epitélio e o contetldo do limen intestinal.
Os probidticos podem também aumentar a capacidade das
células de Paneth, existentes no intestino delgado, de produzir
0s peptideos antibacterianos que previnem a aderéncia e a
invasao bacteriana.
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Estimulacao Os probidticos podem estimular tanto a resposta imune nao-

imunologica especifica (inata) quanto a especifica (adaptativa). A interacdo
entre os probidticos e as células do sistema imune é mediada
pela interacdo com receptores especificos, como os TLR (“Toll-
like receptors”) no trato gastrointestinal. A ativacdo destes
receptores inicia uma cascata de sinais imunes que conduzem
a diferentes respostas. Exemplo disso é a maturagéo de células
T, as quais permitem uma resposta apropriada a potenciais
patdgenos, e ainda a diferenciacdo de células B e producéo de
anticorpos, tais como IgA, secretados para o limen intestinal. A
atividade de células fagociticas (neutréfilos e macréofagos) e de
células NK (“Natural Killer”), as quais fazem parte da resposta
imune inata, € também modulada em animais e humanos por
varios probiéticos.

Reducéo da A administracdo de estirpes probidticas especificas tem

inflamacéo demonstrado estimular um aumento das citocinas anti-
inflamatorias, tais como IL-10 e TGF-, e uma diminuicdo na
expressao de citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a, INF-
y, IL-6 e IL-12. Estas alteracdes no equilibrio das citocinas pode
ser 0 mecanismo pelo qual os probiéticos podem ser capazes
de reduzir a inflamagéo.

Fonte: Silva, 2017

4.4.1. Kefir de leite

O kefir é origindrio da Europa Oriental e das montanhas do Tibete e da
Mongolia. Legislacéo brasileira vigente segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéria

e Abastecimento (MAPA) define kefir como:

“produto resultante da fermentacdo do leite pasteurizado ou esterilizado,
por cultivos acido lacticos elaborados com grdos de kefir, Lactobacillus
kefir, espécies dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com
producdo de &cido lactico, etanol e didxido de carbono. Os gréos de kefir
sdo ainda constituidos por leveduras fermentadoras de lactose (K.
marxianus) e leveduras ndo fermentadoras de lactose (S. onisporus, S.
cerevisiae e S. exiguus), Lactobacillus casei, Bifidobaterium spp.
EStreptococcus salivarius ssp. thermophilus” (BRASIL, 2007).

No Brasil, a Instrucdo Normativa de n° 46 do MAPA (BRASIL, 2007),

estabelece que o kefir deve apresentar teor alcodélico entre 0,5 e 1,5 (%v/m), acidez
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menor que 1,0 g de acido lactico /100g, bactérias lacticas totais no minimo10’ UFC/g

e leveduras no minimo 10* UFC/g. A Figura 8 mostra o grdo de kefir.

Figura 8. Imagem dos graos de kefir. Fonte: Caetano et al., 2016.

Dentre as caracteristicas sensoriais do kefir destaca-se sua acidez, a qual é
decorrente da producdo dos &cidos lactico e acético pela microbiota presente em
seus graos (LOPITZ-OTSOA et al., 2006). O kefir € uma bebida fermentada de
textura cremosa, ligeiramente carbonado, que possui pequenas quantidades de
alcool em sua composicdo. E o resultado da atividade metabdlica de uma mistura
especifica e complexa de um conjunto de diversas bactérias lacticas (LAB) e
leveduras que vivem em associacdo simbidtica nos graos de kefir, e este fato a
difere dos outros alimentos fermentados, pois ndo € o resultado da atividade
metabdlica de apenas um ou poucos microrganismos (LEITE et al., 2013; LOPITZ-
OTSOA et al., 2006).

Os graos de kefir tem a faixa de diametro de 0,3-3,5 cm (CHENG et al., 2015;
GARROTE; ABRAHAM; DE ANTONI, 2010). Os graos de kefir sdo formados por
microrganismos probidticos que existem em uma matriz complexa de proteinas e
polissacarideos (heteropolissacarideo kefiran), e lipideos (RADHOUANI et al.; 2018;
BOURRIE; WILLING; COTTER, 2016). Os géneros mais comum de bactérias em
graos de kefir sdo Lactococcus, Streptococcus e termofilos Streptococcus,
Lactococcus lactis subespécie lactis, Lactobacillus delbrueckii  subespécie
bulgaricus, L. helveticus, L. casei subespécie pseudoplantarum, L. skefiri, L. kefir, L.
brevis e Leuconostoc mesenteroides e espécies de levedura (MIGUEL et al., 2010;
CHEN; WANG; CHENG, 2008). Entre as caracteristicas sensoriais do kefir destaca-
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se sua acidez, a qual é decorrente da producédo dos acidos lactico e acético pela
microbiota presente em seus graos (LOPITZ-OTSOA et al., 2006).

O Kefir pode ser feito com leite ou 4gua e sua composicado vai depender
disso. O kefir possui em sua composicao (Tabela 4), minerais (célcio, magnésio,
potassio, sodio, zinco, cobre, ferro), carboidratos, proteinas e aminoacidos
essenciais (serina, treonina, alanina, lisina, valina, isoleucina, metionina, fenilalanina
e triptofano), vitaminas (B1, B2, B5 e C), peptideos e metabdlitos secundarios
(catequina, vanilina, acido ferulico e acido salicilico) (ROCHA-GOMES et al., 2018).

Tabela 4. Composicéo do kefir a base de agua e Leite cru, UHT e desnatado.

g/100 g
Analises (SILVA, 2017) (ROCHA-GOMES et al., 2018)
Leite cru Leite UHT Leite desnatado Agua + aclcar mascavo
Umidade 88,41 88,47 76,76 88,16
Carboidratos 5,67 5,99 19,05 10,88
Proteinas 2,60 2,83 3,06 0,27
Lipideos 2,80 2,03 0,45 0,09
Cinzas 0,52 0,68 0,68 0,60

Devido seus componentes e mecanismo de acao, o kefir € considerado um
probiotico. Estudos demonstram que o kefir possui varios beneficios a saude, pois
exerce papel importante na melhoria da imunomodulacdo, além de atuar como
agente anti-inflamatério, inibindo a atividade de citocinas pro-inflamatérias, fator de
necrose tumoral (TNF)-a e IL-6 (GUT et al., 2021; REIS et al., 2019). Ainda, exerce
alivio da constipacdo e reversdo de intolerancia a lactose (GUT et al., 2021),
parametros metabdlicos, incluindo triglicerideos plasmaticos e niveis de insulina
(AKAR et al., 2021), melhora a obesidade, diabetes tipo 2, hiperlipidemia (TISS et
al.,, 2020), eficaz para o tratamento da hipertensdo (MONTEIRO et al., 2020),

suprime o crescimento do tumor (REIS et al., 2019).

4.4.2. Kefir e sua relacdo com o cancer colorretal

Em 1908, Metchnikoff langou a teoria sobre o prolongamento da vida por meio

do consumo regular de leites fermentados, desde entdo os efeitos profilaticos e
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terapéuticos das bactérias laticas foram estudados por autores como Azizi et al.
(2021). Varias pesquisas, assim como Farag et al. (2020) vém confirmando que o
consumo de micro-organismos probidticos melhora a modulagdo de enfermidades
em diversos modelos experimentais.

Nesse sentido, estudos tém mostrado que o consumo regular de probidticos
pode ser capaz de inibir o desenvolvimento de lesbes pré-neoplasicas no célon
(ZHU et al.,, 2014). Essa possivel capacidade estd ligada a modulacdo da
composicdo da microbiota intestinal e sua atividade metabdlica, a ligacdo e
degradacdo de compostos cancerigenos presente no limen intestinal, producdo de
compostos anticarcinogénica, imunomodulacéo, inibicdo da proliferacdo e inducdo
de apoptose de células neoplasicas (REIS et al., 2017). Deste modo, um dos
possiveis mecanismos do kefir para inibir as células cancerosas seja através da
parada do ciclo celular e da inducdo de apoptose por meio da regulacdo positiva
de BAX e da regulacao negativa de genes BCL2 (AZIZI et al., 2021).

O efeito do consumo regular de kefir no desenvolvimento de lesdes pré-
cancerosas do colon é desconhecido, mas existem trabalhos que tentam entender a

relacdo entre o kefir e o cancer, como € demostrado na Tabela 5.

Tabela 5. Estudos que mostram a relacédo entre kefir e cancer.

Tipo de Tipo de o
R . Resultados Referéncias
cancer pesquisa
Cancer de - Inducéo de apoptose induzida Ghoneum e
. ) Em vitro 4 a
intestino por d_ose em células de cancer Felo (2015)
gastrico.
- Reducéo do volume do tumor;
Cancer de - Aumento dos _nlvelside antigeno  Esener et al.
Humanos nuclear de proliferacéo celular e
mama . e (2018)
contagem de células apoptoticas.
- Reducgéo significativa de
R marcadores pro-inflamatorios e
Cancer de _ _ pro-angiogénicos; Zamberi et al
mama € In vivo e in - Desenvolvimento de células T '
metastase vitro auxiliares e células T citotoxicas; (2016)
pulmonar - Reducéo significativa de

metastases no pulméo e medula
0ssea;
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Eritroleucemia - Inducéo de apoptose e necrose Jalali, Sharifi e

Em vitro na linha KG-1; .
aguda - Reducéo da proliferacéo. Salehi (2016)
- Reducéo na incidéncia de FCA, Reis et al
Humanos - 5
) Aété:rréento na concentracao de (2019)
Cancer :
colorretal - Supressao do numero de tumor; :
~ ~ Brasiel et al.
Ratos Wistar - _Rec_lugao da concentracéo de
citocinas IL-1 b, IL-6, TNF-a e (2020)
Oxido nitrico.

Hoje em dia, com o aceso a internet € possivel encontrar diversos contetdos
sobre kefir, porém, estudos cientificos que estudaram as propriedades funcionais do

kefir sobre o cancer colorretal em animais e seres humanos ainda sdo escassos.

4.5. Simbidtico

Em 1995, pela primeira vez, foi apresentado o conceito simbi6tico, descrito
como “mistura de probidticos e prebidticos que afetam beneficamente o
hospedeiro” GIBSON; ROBERFROID, 1995). Porém a definicdo de simbidtico foi
atualizada em maio de 2019 pela Associacdo Cientifica Internacional de Probiéticos
e Prebidticos - ISAPP (2019), para fornecer clareza e orientacdo sobre 0 uso
adequado do termo 'simbidtico’, agora definido como “uma mistura compreendendo
microrganismos Vivos e substrato (s) utilizado (s) seletivamente por microrganismos
hospedeiros que confere um beneficio a saude do hospedeiro” (SWANSON et al.,
2020).

Os prebidticos e probidticos sdo complementares e sinérgicos, apresentando
assim fator multiplicador sobre suas acdes isoladas (Figura 9). Os complementares
sdo simbidticos compostos de um probidtico combinado com um prebidtico,
projetado para atingir microorganismos autoctones, sendo necessario atender aos
critérios minimos para o probidtico e prebidtico existentes. Ja o sinérgico € um
simbidtico no qual o substrato é projetado para ser utilizado seletivamente pelo (s)
micro-organismo (s) coadministrado (s), ndo sendo necessario atender minimos

estipulados anteriormente para probiéticos e prebidticos (SWANSON et al., 2020).
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Figura 9. Desenho e mecanismos de acdo de simbidticos complementares e
sinérgicos. MOs: Micro-organismo. Fonte: Traduzido de Swanson et al., (2020).

Portanto, uma hip6tese provavel é que o uso do prebidtico associado ao
probiodtico regularmente, poderia promover o aumento das bifidobactérias, controle
glicémico, reducdo da taxa de colesterol sanguineo, balanceamento da microbiota
intestinal, melhoria da permeabilidade intestinal e estimulacdo do sistema
imunologico. Deste modo, espera-se um efeito anticarcinogénico do yacon + kefir,
uma vez que a yacon (MARCON et al.,, 2019) e o kefir (BRASIEL et al., 2020)

isoladamente apresentarem este efeito.
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5. MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido nos Laboratérios de NutricAo Experimental e
Fisiologia Humana, Central Analitica, Operac¢des Unitarias, Microbiologia de
Alimentos e Quimica de Alimentos da Universidade Federal do Espirito Santo,
Alegre, ES.

O estudo foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais, Campus Alegre, o Comité de Etica da Universidade Federal do Espirito
Santo, campus Sul, sob numero 032/2019.

O projeto foi financiado pelo CNPq N° 28/2018, Processo: 406304/2018-1 e
Edital CNPq/FAPES N° 24/2018 - Programa de Apoio a Nucleos de Exceléncia —
PRONEX.

5.1. Delineamento Experimental

Foram utilizados 60 ratos machos, adultos, com cerca de 100 - 150 g de peso
corporal (7 a 8 semanas), da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus),
provenientes do biotério da Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais de aco inoxidavel, com controle da iluminagéo
(ciclo de 12 horas de luz claro/escuro) e temperatura ambiente de 23 + 2 °C. Os
animais receberam dieta AIN-93M durante as 5 primeiras semanas e agua ad libitum
durante todo o experimento.

Os animais foram divididos de acordo com o0 peso em dois grupos, 0s com
inducéo e os sem inducédo (Grupo C). Apés o termino da inducgéo, os animais desse
grupo foram divididos em Grupo T, Y, K e YK:

I. Grupo C (Saudavel: grupo controle, sem inducdo de cancer de cdélon e sem
tratamento com yacon ou kefir);

[I. Grupo T (grupo com inducéo de cancer e sem tratamento com yacon ou kefir);

[ll. Grupo Y (grupo com indugéo de cancer e tratamento com yacon);

IV. Grupo K (grupo com inducdo de cancer e tratamento com kefir);

V. Grupo YK (grupo com inducdo de cancer e tratamento com yacon e kefir).

As dietas foram fornecidas em forma de palets. Os animais do grupo C e T
receberam a dieta AIN-93M (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). Os animais do
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grupo Y receberam farinha de yacon adicionada a dieta AIN-93M na quantidade
suficiente para fornecer 5 % de FOS (CAMPOS et al., 2012), metodologia adaptada.
Os animais do grupo K receberam uma dose diaria de 1 mL de kefir contendo 108
UFC misturado com a dieta AIN-93M e os do grupo YK receberam a mesma dieta do
grupo Y, porém adicionada de 1 mL de kefir contendo 108 UFC.

A carcinogénese foi induzida nos grupos T, Y, K e YK, com 55 mg/kg de
DMH-Sigma® (1,2-dimetilhidrazina, subcutanea, semanalmente), durante cinco
semanas consecutivas. O DMH foi dissolvido em uma solug&o veiculo de 0,9 % de
NaCl contendo 1,5 % de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), com pH final
ajustado para 6,0. Durante a inducéo, todos os grupos receberam dieta padrao AIN-
93 M.

Nas 62 a 152 semanas, 0s grupos experimentais foram alimentados com suas
respectivas dietas. Ao final da 102 semana, quatro animais de cada grupo foram para
gaiola metabdlica para coleta de urina para analise de permeabilidade intestinal e
eutanasiados posteriormente para coleta de dados referentes ao periodo pré-
neoplasico (pH, acido graxo de cadeia curta e quantificacdo e categorizacdo dos
focos de criptas aberrantes) e para verificar a influéncia do prébiotico, probidtico e
prebiotico associado ao probidtico no desenvolvimento dessas lesdes.

Os animais restantes permaneceram no estudo até o final da 152 semana,
quando os animais foram transferidos para as gaiolas metabdlicas para coleta de
urina para analises da permeabilidade intestinal. Em seguida, os animais foram
submetidos a eutanasia por meio de administracdo de 0,375 ml/animal de cetamina
e 0,25 ml/ animal de xilasina, administrados por via intraperitoneal e posteriormente
aprofundar a anestesia até a eutanasia (SEQUETTO, 2008) por punc¢do cardiaca. O
sangue foi coletado em tubos heparinizados e centrifugados (3000 g, 10 minutos, 4
°C) para obtencéo do soro para analise do perfil de citocinas pré e anti-inflamatorias
e capacidade antioxidante total (CAT). O intestino grosso foi coletado e colocado em
solucdo formalina 10 % para analise das lesdes macro e microscopicas da mucosa
colorretal. O conteudo luminal foi armazenado para posterior determinacdo do pH
intraluminal, acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e imunoglobulina A secretéria
(slgA). Na Figura 10, temos o desenho experimental.

Para dosagem das citocinas (TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12), as amostras de

sangue coletadas por puncdo cardiaca e acondicionadas em tubos sem
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anticoagulante foram centrifugadas (Hermle, modelo Z326K, Alemanha) durante 10

minutos a 3000 g a 4 °C e o soro obtido congelado a -80 °C até o uso.
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Figura 10. Esquema do desenho experimental. C: grupo sem inducdo de CCR e
sem yacon ou kefir; T: grupo com inducdo de CCR e sem yacon; Y: grupo com
inducdo de CCR e com yacon; K: grupo com inducdo de CCR e com kefir; YK: grupo
com inducéo de CCR e com yacon e kefir; CCR: cancer colorretal; CAT: Capacidade
Antioxidante total; sIgA: imunoglobulina secretoria A; AGCC: acido graxo de cadeia
curta; FCA: foco de cripta aberrante.

5.2. Elaboracéo da farinha de yacon

A yacon (Smallanthus sonchifolius) foi adquirida diretamente de um produtor
da cidade de Santa Maria de Jetiba/ES (Latitude: 202 1' 35" Sul, Longitude: 402 44’
27" Oeste) e o processamento da farinha foi realizado no Laboratério de Operacdes
Unitarias do Departamento de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal do
Espirito Santo-UFES, segundo a metodologia adaptada de Marangoni (2007).

Para a elaboragao da farinha, utilizou-se 60 kg da yacon in natura, que foram
pré-higienizadas em &gua corrente e sanitizados por imersdo em solucdo de

hipoclorito de sodio a 200 ppm, por 15 minutos. Em seguida, os tubérculos foram
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descascados manualmente com auxilio de facas inox, fatiados em multiprocessador
e imersos em solucdo contendo 1 % de &acido citrico por 20 segundos. Apos
drenados, colocou-se as fatias de yacon em secador de bandejas com circulacao de
ar (Polidryer®, Brasil), a 60 °C por 72 horas e posteriormente triturados em moinho
de facas. Ao final do processo a farinha foi armazenada em sacos plasticos
transparentes a temperatura de 4 °C. A Figura 11 mostra o fluxograma da

elaboracao da farinha de yacon.
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Figura 11. Fluxograma de obtencéo da farinha de yacon. Fluxograma (A), yacon in
natura (B); drenagem e deposi¢cdo em bandejas (C); Secagem (D); farinha de yacon

(E).

5.3. Determinacdo da composi¢do quimica da farinha de yacon

As analises referentes a composi¢cédo do yacon foram estimadas com base no
trabalho de Gomes (2020), onde a amostra foi diluida, colocada em banho-maria a
45 °C durante 30 minutos em agitacdo, centrifugada a 12000 rpm durante 10
minutos e filtrada em membrana (Millipore) com 0,22 m de porosidade e 13 mm de
didmetro. Em seguida, as amostras foram injetadas em Cromatografo liquido de alta
eficiéncia (HPLC) e os picos obtidos foram comparados com as curvas pré-definidas
no equipamento.

A quantificacdo dos acucares (glicose, frutose e sacarose), oligofrutanos e
inulina da yacon foi feita em fungédo da porcentagem de area dos oligofrutanos em
comparacao a area total dos acucares.

Os resultados obtidos foram 7,52 % de inulina, 19,39 % de FOS e 24,43 % de
oligofrutanos, totalizando 51,34 % de compostos com propriedades prebioticas na

farinha de yacon.

5.4. Cultivos dos gréaos de kefir
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Os graos de kefir foram adquiridos por meio de doacéo. O kefir foi cultivado
na proporcéo 1/3 de grao de kefir e 2/3 de leite UHT integral em um béquer de vidro
estéril tampado com material que permitia a circulacado de ar e mantido em ambiente
escuro, para a maturacao e o crescimento dos gréaos. O leite fermentado (kefir) foi
obtido por meio de fermentacdo durante 24 horas a 23 + 2 °C e sem agitacdo. Apos
as 24 horas, o fermentado foi separado dos grdos com auxilio de uma peneira e em
seguida, os graos foram submetidos a um novo processo de fermentacdo, em leite
integral UHT para dar continuidade a producdo, este processo foi realizado
diariamente até o fim do experimento. A Figura 12 Mostra as etapas da fermentacdo
do kefir.
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Figura 12. Etapas da fermentacéo do kefir.
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5.4.1. pH e acidez titulavel do kefir

O potencial hidrogeniénico (pH) do kefir foi medido por meio da inser¢ao do
eletrodo diretamente em 10 mL de amostra em pHmetro digital de bancada (Kasvi,
modelo K39-2014B, China) previamente calibrado em temperatura ambiente
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

A acidez foi determinada de acordo com o método de acidez titulavel
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Em Erlenmeyer, foi adicionando 50 mL de agua
destilada em 5 g de kefir. Em seguida, foram adicionadas 3 gotas de indicador
solucéo alcodlica de fenolftaleina a 1 % e titulado com hidréxido de sodio (NaOH)
0,1 M. A titulacéo foi realizada sob agitacédo continua, até o ponto de viragem. Apds,
a acidez titulavel foi calculada e os resultados obtidos foram expressos em
porcentagem de &cido lactico/mL de kefir.

Para o calculo da acidez titulavel utilizou-se a equacéo:

(Vxfx0,9)
M

Onde:

V: volume de solucdo de NaOH 0,1 N gasto na titulagédo (mL);
f: fator de correcéo da solugcdo de NaOH 0,1 N;

M: volume da amostra (mL).

5.4.2. Anélise microbioldgica do kefir

Segundo a legislacdo vigente, a bebida lactea fermentada de kefir deve
apresentar contagem minima de 102 a 10° UFC/mL de bactérias laticas totais no
produto final (BRASIL, 2007). A contagem total de bactérias acido-laticas foi
realizada por meio de diluicbes decimais até 107 seguido de plaqueamento em
profundidade e sobrecamada de diluicbes seriadas (1078) em meio Agar de De Man,
Rogosa e Sharp, MRS (1960) (Acumedia®, Estados Unidos da América - EUA)
(Figura 13). As placas foram incubadas em Demanda Bioquimica de Oxigénio - BOD
(modelo Marconi - MA 415, Brasil) a 35 °C por 48 horas para a contagem de
unidades formadoras de colénia (UFC), segundo metodologia proposta por Silva et
al. (2010). A analise foi realizada nas dependéncias do Laboratério de Microbiologia
de Alimentos da UFES-Alegre.
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Figura 13. Plagueamento sobrecamada.

5.5. Dietas experimentais

As dietas experimentais foram elaboradas manualmente e os ingredientes
adicionados em quantidades determinadas, seguindo as recomendacdes do
American Institute of Nutrition (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993), de acordo com
o protocolo AIN-93 M (dieta para manutencao de animais adultos) (Tabela 6).

As dietas foram elaboradas para serem isocaléricas. Todas as dietas
apresentaram o mesmo teor de fibras. Para os grupos C, T e K foi utilizada a
celulose como fonte de fibras, ja para os grupos Y e YK, as fibras foram
provenientes da yacon, totalizando 5 % de fibras. Sacarose também foi reduzida nos
grupos que receberam yacon, em funcdo da composicdo de aclUcares simples
presentes na farinha.
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Tabela 6. Composicao da dieta AIN- 93 M e dieta AIN- 93 M com farinha de yacon.
INGREDIENTES

g/100g GrupoCeT Grupo Y Grupo K Grupo Y
Amido de milho 46,60 45,15 46,60 45,15
Amido dextrinizado 15,50 15,50 15,50 15,50
Albumina 14,00 14,00 14,00 14,00
Sacarose 10,00 6,80 10,00 6,80
Yacon 0 9,80* 0 9,80*
Celulose 5,00 0 5,00 0
Oleo de soja (mL) 4,00 4,00 4,00 4,00
Mix de minerais 3,50 3,50 3,50 3,50
Mix de vitaminas 1,00 1,00 1,00 1,00
Bitartarato de Colina 0,25 0,25 0,25 0,25
L-cistina 0,18 0,18 0,18 0,18
Kefir (mL) 0 0 1,00 1,00
Kcal 380,4 371,6 380,4 371,6

*Quantidade suficiente para fornecer 5 % do FOS (7,52 % de inulina + 19,39 % de FOS + 24,43 %
de oligofrutanos = 51,34 g FOS + inulina em 100 g de yacon). C: grupo sem inducéo de CCR e sem
yacon (n=12); T: grupo com indu¢édo de CCR e sem yacon (n=11); Y: grupo com inducdo de CCR e
com yacon (n=12); K: grupo com inducdo de CCR e com kefir (n=12); YK: grupo com inducédo de
CCR e com farinha de yacon e kefir (n=12); CCR: cancer colorretal.

5.6. Consumo alimentar e ganho de peso

Foi realizado o monitoramento semanal da ingestao alimentar e avaliacdo do
ganho de peso corporal dos animais. O consumo alimentar foi avaliado por meio da
diferenca entre peso da racdo ofertada e a quantidade restante ndo consumida
somada as sobras do fundo da gaiola. O ganho de peso foi calculado pelo peso final
Menos 0 peso inicial.

O peso da racgéo, da sobra e dos animais foi aferido em balanca semi analitica
(preciséo 0,001 g) (Radwag®).

O Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA) foi determinado por meio do
ganho de peso do animal (g), pela diferenca entre o peso final do inicial, dividido

pelo consumo de dieta em cada grupo experimental.
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5.7. pHintraluminal do Coldn

Apébs remocdao do intestino grosso dos animais, o contetdo luminal do ceco foi
retirado, pesado, diluido na propor¢cdo 1:10 em solu¢do salina (0,9 %) e
homogeneizado em vortex modelo AP-56 (Phoenix Luterco, Araraquara, S&o Paulo,
Brasil). Posteriormente, a leitura do pH foi realizada por meio de pHmetro de

bancada da marca Kasvi®.

5.8. Condicdes cromatograficas

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). O sistema de cromatografia
consiste de: desgaseificador (Modelo DGU-20A), bomba (Modelo LC-20AT), injetor
automatico (modelo SIL-20A), forno de coluna (Modelo CTO-10AS) e detector de
indice de refracdo (modelo RID-10A). A coluna analitica utilizada foi a Aminex HPX-
87H (300 cm x 8,7 mm) da marca BIO-RAD (Califérnia, EUA). As analises por HPLC
foram realizadas a 55 °C, numa pressao de 120 kgf, sob condi¢Bes isocraticas. A
fase movel empregada foi agua em 0,005 mol/L de acido sulfurico, fluxo da fase

mével: 0,6 mL/min com volume de inje¢do da amostra de 20 uL (SA et al., 2011).

5.8.1. Determinagéo da permeabilidade intestinal

A determinagao da permeabilidade intestinal foi realizada na 152 semana do
experimento. Para esta andlise, os animais foram mantidos em jejum de 12 horas.
Ao fim das 12 horas receberam 1 mL/kg de peso corporal de uma solu¢ao contendo
100 mg de lactulose e 50 mg de manitol por gavagem. Ap6s a administracdo, o0s
animais foram alocados para a gaiola metabdlica e permaneceram por 5 horas em
jejum, e posteriormente, voltaram a receber a dieta habitual e agua ad libitum. Foi
realizada a coleta de urina de 24 horas, com auxilio de funil e béquer, sendo o
volume medido, registrado e armazenado a -80 °C até a analise laboratorial (SONG
et al., 2011).

Para determinacéo das concentracdes de lactulose e manitol, a urina coletada
foi centrifugada (Hermle, modelo Z326K, Alemanha) durante 10 minutos a 3000 g a 4

°C e o sobrenadante coletado foi filtrado em filtros Millipore de 0,45 milimetros (Sao
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Paulo, Brasil) e cerca de 1,5 mL colocados em vials para Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC) da marca Shimadzu (Kyoto, Jap&o).

Para a padronizacdo do teste, as concentragbes crescentes de manitol
(Sigma®) (0,01 a 0,5 mol/L) e de lactulose (Sigma®) (0,003 a 0,125 mol/L) foram
avaliadas separadamente, com a finalidade de se compor a curva de calibracdo dos
compostos analisados (y=ax + b).

As areas sob a curva indicam os valores de y em Mol/L e, uma vez aplicada a
equacao da reta, foram determinados os valores de x. Esse valor foi transformado
para g/L para o calculo das porcentagens de excrecdo da lactulose e do manitol
pelos calculos:

(x * volume de urina excretada em 12 h) x 100 (2)

0,05 g manitol ingerido

(x * volume de urina excretada em 12 h) x 100 (2)

0,1 g lactulose ingerida

Para se calcular a relacdo entre os mesmos, divide-se a taxa de excrecao da
lactulose pela taxa de excrecdo do manitol.

Os valores de R2 da curva padrdao de lactulose e manitol foram
respectivamente, 0,9884 e 0,9946.

5.8.2. Determinacao de acido graxo de cadeia curta

O conteudo fecal foi homogeneizado e 100 mg do mesmo foi diluido em 2 mL
de solucéo acida de perclérico (10 %). Apds a incubacdo em temperatura ambiente
por 30 minutos, as amostras foram misturadas em vortex modelo AP-56 (Phoenix
Luterco, Araraquara, Sdo Paulo, Brasil) por 5 minutos, centrifugada (3000 g,
10 minutos a 4 °C) (Hermle, modelo Z326K, Alemanha) e o sobrenadante foi retirado
e filtrado através de um filtro de membrana de 0,45 um. Ent&o, o conteudo filtrado foi
transferido para microtubos e congelados a -80 °C. Os acidos butirico, propiénico e
acético foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — HPLC marca
Shimadzu (Kyoto, Japéo). Foi utilizando como padrao interno os acidos Acetic acid®,

Butyric acid® e Propionic acid® (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo / SP, Brasil).
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Os valores de Rz da curva padréo foram 0,9816 para acetato, 0,9965 para

propionato e 0,9989 para butirato.

5.9. Contagem dos focos de criptas aberrantes (FCA) e andlise histopatoldgica

das lesdes em mucosa colorretal

O intestino grosso removido foi aberto longitudinalmente na insercdo do
mesentério, sendo enxaguado em solucéo salina para eliminar o conteudo intestinal
residual.

No primeiro momento de avaliacdo (102 semana), todo o segmento do
intestino foi fixado em formalina tamponada a 10 % durante 48 horas a 23 °C (Figura
14), seguido da coloracdo com 0,1 % de azul de metileno dissolvido em solucao
salina tamponada com fosfato (PBS) durante 20 minutos para contagem de FCA.
ApoOs este tempo, foi realizado andlise microscopica de toda a extensdo da
superficie da mucosa com um microscopio de luz (4x) (Haven, Sao Paulo). O
namero de FCA foi determinado e a identificacdo ocorreu de acordo com 0s critérios
de Bird (BIRD; GOOD, 2000). A categorizagdo dos FCA foi realizada com base no
namero de criptas aberrantes por foco, sendo focos com até trés ou menos criptas
(FCA < 3) e focos com mais de trés criptas (FCA > 3), foi registrado também o

numero de FCAs totais.

¥ |
Figura 14. Intestino grosso fixado com auxilio de alfinetes em isopor.

No segundo momento de avaliagéo (152 semana), foram coletadas da mucosa
colorretal todas as lesdes acima de 0,1 centimetro em sua maior porcao (Figura 15).
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Essas foram fixados em formalina 10 % tamponada e submetidos ao processamento
rotineiro de inclusdo em parafina. Posteriormente, foram realizados cortes
histologicos de 3 um de espessura e dispostos em laminas histolégicas e coradas
com hematoxilina e eosina. Todas as amostras dos grupos experimentais, com
excecdo do grupo C sem inducdo (intestinos normais), foram diagnosticadas de
acordo com Perse e Cerar (2011), onde as lesBes macroscopicas foram

classificadas como alteracdes neoplésicas e de crescimento.
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Figura 15. Lesdes induzidas por 1,2-dimethilhidrazina na mucosa colorretal de ratos, na
152 semana de experimento. Intestino grosso aberto longitudinalmente: grupo T(A),
grupo Y (B), grupo K (C) e YK (D). T: grupo com inducdo de CCR e sem yacon; Y: grupo
com inducdo de CCR e com yacon; K: grupo com indu¢cdo de CCR e com kefir; YK:
grupo com inducdo de CCR e com yacon e Kefir; CCR: cancer colorretal.

5.10. Dosagem das citocinas

A dosagem de citocinas foi realizada por kit comercial especifico Milliplex®
Map (Millipore, St Charles-Missouri-USA, Lote: 3590924), com a plataforma de
tecnologia Luminex® citocinas Multiple Analyte Profiling. A leitura das amostras foi
efetuada em leitor Luminex 200 - Software xPonent/Analyst versao 4.2, sendo o0s

resultados expressos em pg/mL.
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5.11. Capacidade antioxidante total do soro

O soro obtido pela centrifugacdo do sangue (3000 g, 10 minutos, 4 °C)
(Hermle, modelo Z326K, Alemanha) foi congelado a -80 °C. A andlise da capacidade
antioxidante total do soro foi realizada por meio de ensaio colorimétrico utilizando o
kit “Antioxidant Assay Kit” (Bio Assay, Hayard, USA, Lote CAIOA16) que quantifica
tanto compostos antioxidantes hidrossoliveis quanto lipossoliveis. A leitura das
amostras foi efetuada em leitor de microplaca, Stat Fax modelo 2100 da marca
Awareness Technology, em comprimento de onda de 750 nm e os resultados foram

expressos como milimolar (mM) de Trolox equivalente (TE).

5.12. Dosagem da imunoglobulina secretéria A

Para andlise da imunoglobulina secretéria A (slgA), foram coletadas amostras
do contetdo do ceco dos animais da 152 semana pelo corte nas juncdes
gastroduodenal e ileocecal. O conteudo retirado foi pesado e diluido com solucéo
tampéo fosfato (PBS) pH 7,2, na proporcdo de 100 mg do contetudo: 1 mL de PBS e
entdo, foi centrifugado (3000 g, 10 minutos, 20 °C) (Hermle, modelo Z326K,
Alemanha). Em seguida, o sobrenadante foi coletado e congelado a -80 °C, para
posterior dosagem da imunoglobulina secretoria A, pelo método de ELISA, utilizando
o kit comercial especifico Rat slgA (Secretory Immunoglobulin A) (Elabscience,
Biotechnology Inc., EUA, Lote: P2D24D4SRH), seguindo as recomendac¢des do
fabricante. A leitura das amostras foi efetuada em leitor de microplaca Thermo
Scientific®, modelo Multiskan GO, em comprimento de onda de 420 nm. Os

resultados foram expressos em ng/mL.

5.13. Andlise estatistica

As variaveis relacionadas aos ensaios bioldgicos e a integridade intestinal
foram comparadas usando a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo Tukey
(p>0,05). As variaveis composicdo quimica da farinha de vyacon, analise
microbiolégica, pH e acidez do kefir, foram expressas como média + desvio padrao
(DP). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistica

GraphPad Prism 8.0.1.
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6. RESULTADOS

6.1. Analises dos gréos de kefir

O kefir preparado em nosso estudo apresentou em média o pH de 3,96 £ 0,1
e acidez de 0,98 £ 0,0,04 % de acido lactico/mL, demonstrando que o kefir atende as
exigéncias do Codex Alimentarius (FAO/WHO) e da legislacao brasileira no que diz
respeito a acidez (BRASIL, 2007).

O kefir de leite integral preparado em nosso estudo apresentou contagem
aproximada de 1,47x10® UFC/mL de bactérias laticas totais (BAL) no produto final,
demonstrando estar de acordo com a Instrucdo Normativa de n°® 46 do MAPA
(BRASIL, 2007).

6.2. Consumo alimentar e peso dos animais

O grupo YK se diferenciou significativamente (p>0,05) do grupo C e K, mas
nao se diferenciou significativamente (p>0,05) dos demais grupos na 10% semana
para coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA). Em contra partida, o peso inicial,
peso final, consumo alimentar e ganho de peso, nédo se diferenciou
significativamente (p>0,05) entre os grupos na 102 semana (Tabela 7).

N&ao foi observada diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos quanto ao
peso inicial, peso final, consumo alimentar, ganho de peso e coeficiente de eficiéncia

alimentar (CEA), na 152 semana (Tabela 8).
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Tabela 7. Médias e desvio padréo do peso inicial, peso final, consumo final, ganho
de peso dos grupos e coeficiente de eficiéncia alimentar na 102 semana em modelo
animal induzidos a carcinogénese por 1,2-dimethilhidrazina.

o Tratamentos
Variaveis
C T Y K YK
Peso inicial (g) 167,70+ 19050+ 173,20+ 183,60+ 173,10+
9 22,422 6,192 14,622 11,972 2,792
Peso final (q) 382,00+ 411,70+ 39580+ 409,60+ 393,70+
9 38,712 23,242 20,912 25,412 26,122
Consumo alimentar (q) 690,48+ 558,20+ 754,68+ 75155+ 756,33+
9 66,612 20,472 32,642 3,632 21,672
Ganho de peso (g) 21430+ 221,20+ 22260+ 226,00+ 220,60+
peso {9 18,842 19,898 22578 13532 27,69
Coeficiente de eficiéncia 31,07 £ 29,69 + 29,50 + 30,06 + 29,16 +
alimentar (%) 1,31° 2,25 2,85 1,83° 3,442

Valores expressos em média + desvio padrdo. Letras iguais na mesma linha sédo semelhantes entre si
(p>0,05). C: grupo sem inducdo de CCR e sem yacon ou kefir; T: grupo com inducdo de CCR e sem
yacon; Y: grupo com inducdo de CCR e com yacon; K: grupo com inducdo de CCR e com kefir; YK:
grupo com inducéo de CCR e com yacon e Kefir; CCR: cancer colorretal.

Tabela 8. Médias e desvio padrédo do peso inicial, peso final, consumo final, ganho
de peso e Coeficiente de eficiéncia alimentar na 1528 semana em modelo animal
induzidos a carcinogénese por 1,2-dimethilhidrazina.

Tratamentos
Variaveis
C T Y K YK

Peso inicial (g) 167,20 + 182,50 + 178,80 + 183,20 + 177,60 +

9 16,382 14,722 18,202 26,332 21,412

Peso final (g) 448,10 + 470,40 + 463,80 + 477,00 £ 461,40 +
9 38,292 21,622 23,142 30,052 109,202
Consumo 1304,48 + 1373,44+ 1424,46 + 1436,83 + 1415,53 +

alimentar (g) 109,202 117,432 51,092 44,752 34,7728
Ganho de peso (g) 280,86 + 277,76 * 284,98 + 293,76 * 283,85 +

PESOl9) 35 13a 28,632 21,792 32,702 21,602

2154 + 20,37 + 20,02 + 20,41 + 20,05 +

0 b b ) b b
CEA (%) 2122 1,912 1.642 1.802 1232

Valores expressos em média + desvio padrdo. Letras iguais na mesma linha: grupos semelhantes
entre si (p>0,05). C: grupo sem inducdo de CCR e sem yacon ou kefir; T: grupo com inducédo de CCR
e sem yacon; Y: grupo com inducdo de CCR e com yacon; K: grupo com indu¢do de CCR e com kefir;
YK: grupo com inducdo de CCR e com yacon e Kefir; CCR: cancer colorretal.

61



6.3. pH intraluminal do Colén

Na 10% semana, os valores de pH n&o diferenciaram significativamente
(p>0,05) entre os grupos.

Entretanto, na 15% semana, 0s grupos que receberam yacon (Y e YK)
apresentaram valores significativamente (p<0,05) inferiores ao grupo C, porém néao

se diferenciou do grupo K e T (Tabela 9).

Tabela 9. Médias e desvio padrdo do pH do conteudo cecal em modelo animal
induzidos a carcinogénese por 1,2-dimethilhidrazina na 102 e 152 semana de
experimento.

C T Y K YK
10 semanas (n=4) 7,68 = 7,64 + 7,19 + 7,68 + 7.64+
0,122 0,263* 0,732 0,182 0,182
15 semanas (n=8) /.87 % 7,73 + 747 7,69 + 7,49 +
0,23 0,142 0,202 0,222 0,052

* grupo com n=3; Valores expressos em média + desvio padrdo. Letras iguais na mesma linha:
grupos semelhantes entre si (p>0,05). C: grupo sem inducdo de CCR e sem yacon ou kefir; T: grupo
com inducéo de CCR e sem yacon; Y: grupo com inducdo de CCR e com yacon; K: grupo com
inducdo de CCR e com kefir; YK: grupo com indugdo de CCR e com yacon e Kefir; CCR: cancer
colorretal.

6.4. Determinacéo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) nas fezes

A Tabela 10 mostra os valores de AGCC na 102 e 152 semana.

Para a 10® semana, nao foi encontrada diferenca estatistica (p>0,05) para o
propionato, acetato e soma dos AGCC, ja para o butirato, o grupo K teve o maior
valor (p<0,05) em comparacdo ao grupo T e Y, no entanto, ndo se diferenciou
significativamente (p>0,05) dos grupos C e YK.

Para a 158 semana, nado foi encontrada diferenca estatistica (p>0,05) para o
propionato. No entanto, para acetato os grupos T, K e YK tiveram maior valor
(p<0,05) de excrecdo em comparacao ao grupo C e para o butirato, o grupo Y teve o
maior valor (p<0,05) em comparacdo ao grupo C, no entanto, ndo se diferenciou
significativamente (p>0,05) dos grupos T, K e YK. J& para soma dos AGCC, os

grupos T, Y, K e YK tiveram maior valor (p<0,05) em comparacéo ao grupo C.
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Tabela 10. Determinacédo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) nas fezes em
modelo animal induzidos a carcinogénese por 1,2-dimethilhidrazina.

Grupos Acetato Propionato Butirato Soma

C (n=4) 11,30 +5,512 11,90 +17,352 12,94 +13,48% 12,05+ 11,852
% T (n=3) 15,03 £ 5,952 9,72 + 3,642 7,77 £7,212 10,84 + 6,142
% Y (n=4) 14,18 £ 21,342 18,61 + 26,602 3,42 + 5,102 12,07 £ 19,202
g K (n=4) 11,47 £ 9,642 4,51 + 4,942 21,97 +34,94> 12,65 + 20,522
- YK (n=4) 11,28+ 12,632 15,03+31,582 19,31+20,79%" 15,20 + 21,092

C (n=8) 16,23 £9,892 15,97 + 9,542 2,78 + 2,612 11,66 + 10,032
g T (n=8) 27,22 +12,68> 16,46 £20,192 21,99 £51,29%* 21,89 + 31,53°
g Y (n=8) 21,12 +8,77?%* 16,24 £9,602 24,90 £ 26,00° 20,76 + 16,44°
g K (n=8) 26,28 +8,31° 17,87 +12,382 18,56 +20,30%> 20,91 + 14,42
- YK (n=8) 28,69 +8,01° 2532+11,1728 17,83+25,702® 23,95+ 16,74°

Valores expressos em média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna séo

significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p>0,05). C: grupo sem inducdo de CCR e sem
yacon ou kefir; T: grupo com indugdo de CCR e sem yacon; Y: grupo com inducdo de CCR e com
yacon; K: grupo com inducédo de CCR e com kefir; YK: grupo com indu¢gdo de CCR e com yacon e
Kefir; CCR: cancer colorretal.

6.5. Determinacéo da permeabilidade intestinal

Na 102 semana, o grupo K e T se diferenciou significativamente (p<0,05) dos
grupos C e YK, mas nao se diferenciou do grupo Y em relacdo a excrecao urinaria
de lactulose. A excrecdo urindria de manitol ndo apresentou diferenca significativa
(p>0,05) entre os grupos. O grupo C e YK se diferenciaram significativamente
(p<0,05) do grupo K, mas néo se diferenciaram do grupo Y para a excrecao urinaria
da relacéo lactulose / manitol (L / M).

Na 152 semana, o grupo K e T se diferenciou significativamente (p<0,05) dos
grupos C e YK, mas nao se diferenciou do grupo Y em relacdo a excre¢do urinaria
de lactulose. A excrec¢éo urinaria de manitol e relacéo lactulose / manitol (L / M), nédo
apresentou diferenca significativa (p>0,05) entre 0os grupos.

Os resultados de de lactulose, manitol e relagao lactulose / manitol (L / M)

estdo expressos na Tabela 11.
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Tabela 11. Excrecao urinaria de lactulose, manitol e a relacao entre eles em modelo
animal induzidos a carcinogénese por 1,2-dimethilhidrazina na 102 e 152 semana de
experimento.

Lactulose Manitol Relacédo L/M
10 15 10 15 10 15
semanas sSemanas Semanas semanas Semanas semanas
(n=4) (n=8) (n=4) (n=8) (n=4) (n=8)
S ¢  308% 5,49 + 1,18+ 1,82+ 1,64 + 2,72 %
o 2,162 2,332 0,692 0,942 0,912 1,552
o
c T 5,50 + 8,33+ 1,63 + 2,82 + 2,98 + 4,22 +
GE) 3,723 3,03° 1,138 1,952 0,6423b* 2,902
IS
I 3,79 = 6,88 + 2,47 2,46 1,25+ 3,55+
= 1,452 2,812 1,192 1,822 0,28P 2,872
K 7,77 £ 7,57 £ 1,44 + 2,57 £ 4,78 + 2,77 +
1,14° 2,13 0,372 1,192 0,91° 0,892
YK 445+ 4,90 + 0,84 + 1,85+ 1,28 + 2,21 +
1,472 3,732 0,312 1,652 1,672 1,312

* grupo com n=3; Valores expressos em média + desvio padrdo. Letras minUscula na mesma coluna,
nado diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05); C: grupo sem indu¢do de CCR e sem yacon ou
kefir; T: grupo com inducdo de CCR e sem yacon; Y: grupo com indugcdo de CCR e com yacon; K:
grupo com inducédo de CCR e com kefir; YK: grupo com inducdo de CCR e com yacon e Kefir; CCR:
cancer colorretal; L/M: Lactulose/Manitol.

6.6. Contagem dos focos de criptas aberrantes (FCA) e andlise histopatoldgica

das lesdbes em mucosa colorretal

A indugcéo do CCR nos animais foi bem-sucedida, uma vez que os animais
dos grupos T, Y, K e YK desenvolveram as lesdes pré-neoplasicas (FCA) na 102
semana e neoplasicas na 152 semana.

No segmento do colén dos animais da 102 semana, os FCA >3 e total de FCA
foram significativamente (p<0,05) maiores no grupo YK quando comparado ao grupo
T, porém néao diferenciou significativamente (p>0,05) dos grupos Y e K. Em relacéo

os FCA <3 os grupos nao se diferenciaram significativamente (p>0,05) (Tabela 12).
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Tabela 12. Contagem dos focos de criptas aberrantes (FCA) em modelo animal
induzidos a carcinogénese por 1,2-dimethilhidrazina na mucosa colorretal na 102
semana.

FCA C (n=4) T (n=3) Y (n=4) K (n=4) YK (n=4)
<3 0 162 +872 260 +147% 316 + 462 379 + 480
>3 0 83 + 502 80 + 362 92 + 432 123 + 502
Total 0 245+ 1252 340 £1592 408 + 852 502 + 83P

Valores expressos em média + desvio padrdo. Letras mindscula na mesma linha, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p= 0,05). C: grupo sem inducéo de CCR e sem yacon ou kefir; T: grupo com
inducdo de CCR e sem yacon; Y: grupo com inducéo de CCR e com yacon; K: grupo com indugéo
de CCR e com kefir; YK: grupo com indugéo de CCR e com yacon e Kefir; CCR: cancer colorretal.

No segmento do colén dos animais da 15% semana, no grupo T foram
encontradas 19 lesdes e no grupo Y 18 lesbes, com média de 2,37 lesbes por
animal, e numero minimo de uma lesdo e maximo de seis, em ambos 0s grupos. No
Grupo K foram encontradas 30 les6es, com média de 3,75 lesdes por animal, e
namero minimo de uma lesdo e maximo de onze. No Grupo YK foram encontradas
27 lesBes, com média de 3,50 lesBes por animal, e nUmero minimo de uma leséo e
maximo de sete. O nimero de les6es nos quatro grupos avaliados ndo apesentou
diferenca significativa (p>0,05). Os animais dos grupos T e Y apresentaram menor
namero de lesBes macroscépicas, menor quantidade de alteracbes neoplasicas
malignas e menor altera¢des de crescimento (hiperplasias e displasias). A Tabela 13
mostra 0 aspecto macroscoépico das lesdes encontradas em cada grupo.

No grupo T foram encontradas 3 lesdGes benignas e 6 lesdes malignas, 3
hiperplasias linfécitas e 7 displasias. As lesdes malignas corresponderam a
adenocarcinoma tubular e carcinoma in situ. Para o grupo Y foram encontradas 2
lesbes benignas e 10 lesBes malignas, 2 hiperplasias linfécitas e 4 displasias. As
lesbes malignas corresponderam a adenocarcinoma anel em sinete,
adenocarcinoma mucinoso, adenocarcinoma tubular e carcinoma in situ. No grupo K,
foram encontradas 14 lesdes malignas e 13 displasias, porém, apenas 2 lesdes
beni\gnas e 1 hiperplasias linfocitas. As lesdes malignas corresponderam a
adenocarcinoma anel em sinete, adenocarcinoma tubular e carcinoma in situ.
Apenas uma ledo benigna foi encontrada no grupo YK, no entanto, 15 das lesdes
foram classificadas como malignas, 5 como hiperplasias linfécitas e 6 como
displasias. As lesbes malignas corresponderam a adenocarcinoma tubular e
carcinoma in situ (Tabela 13).
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Tabela 13. Descritivo em numero e percentual das caracteristicas histopatologicas
das lesdes macroscopicas em modelo animal induzidos a carcinogénese por 1,2-
dimethilhidrazina na mucosa colorretal.

Grupos T (n=6)* Y (n=6)* K (n=8) YK (n=8)
Lesdes Macroscopicas 19 18 30 27
Maligno:
@  Adenocarcinoma - 1 (5,55 %) 2 (6,66 %) -
% anel em sinete
= Adenocarcinoma ] 1 (5,55 %) _ ]
S mucinoso
< Adenocarcinoma 3 (1578 %) 7(38,95%) 6 (20,00%) 13 (48,17 %)
o tubular
2 Benigno:
<
Adenoma 3(15,78%) 2(11,10%) 2(6,66%) 1 (3,70 %)
@ 2 Hiperplasias 3(15,78%) 2(11,10%) 1(3,33%) 5 (18,51 %)
o o linfocitas
g9 E
2 § Displasia 7 (36,88 %) 4 (22,20 %) 13(43,35%) 6 (22,22 %)
< -
(&)

* dois animais ndo apresentaram tumores; T: grupo com inducdo de CCR e sem yacon; Y: grupo com
inducdo de CCR e com yacon; K: grupo com inducdo de CCR e com kefir; YK: grupo com inducgéo de

CCR e com yacon e Kefir; CCR: cancer colorretal.

6.7. Dosagem da imunoglobulina secretéria A

Os grupos YK, Y e T apresentaram os maiores valores significativos (p<0,05)

entre os grupos, 20,27, 19,64 e 18,41, respectivamente. Os grupos C e K foram

similares entre si e apresentaram menores valores de sIgA comparados aos demais

grupos (Figura 16).
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Figura 16. Nivel de imunoglobulina secretoria A (slgA) em modelo animal induzido a
carcinogénese por 1,2-dimethilhidrazina. Valores expressos como meédia e desvio
padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05) (n = 8). 05 C: grupo sem inducdo de CCR e sem yacon ou kefir; T: grupo
com inducdo de CCR e sem yacon; Y: grupo com inducdo de CCR e com yacon; K:
grupo com inducdo de CCR e com kefir; YK: grupo com inducdo de CCR e com
yacon e Kefir; CCR: cancer colorretal.

6.8. Dosagem das citocinas e capacidade antioxidante total (CAT) do soro

N&o se observou diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos para,
IL-10 (Figura 16A), IL-12 (Figura 17B), relagdo IL-12/IL-10 (Figura 17C) e TNF-a
(Figura 17E).

Os animais do grupo C apresentaram menor valor significativo (p<0,05) de
CAT (397,75 U/mL) (Figura 17F) e maior valor significativo (p<0,05) de IL-6 (1687,63
pg/mL) (Figura 17D) em comparacdo aos demais grupos.

67



500 5000 =

a
400 4000
a a
-1 300- a - 3000 a
E 5 E
& 2004 a a 2 20004 a
100- 1000
A. B
0- T T T 0- I I
Cc T Y K YK [ T Y K YK
Grupos Grupos
5000+ -
a 40004 b
4000
a a 30004

pa/mL

3000 u a
g E 2000- a
2000 a o 3
- a
1000 1000 Ill
C. 0- I T T D. 0- T T T i&l_
cC T Y

K YK
Grupos Grupos
804 g 600 b b
a b b l
60- 3 -
400+
=l
E 40— a a a E
= =
2 -
2004
204
E' 0- T T T F 0- T T T
C T Y K YK c T Y K YK
Grupos Grupos

Figura 17. Niveis de citocinas e capacidade antioxidante total do soro em modelo
animal induzidos a carcinogénese por 1,2-dimethilhidrazina. Teste de Tukey (p>
0,05) (n = 8); CAT: capacidade antioxidante total; 05 C: grupo sem inducédo de CCR
e sem yacon ou kefir; T: grupo com inducdo de CCR e sem yacon; Y: grupo com
inducéo de CCR e com yacon; K: grupo com inducdo de CCR e com kefir; YK: grupo
com inducé@o de CCR e com yacon e Kefir; CCR: cancer colorretal.
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7. DISCUSSAO

A yacon e o kefir sdo considerados alimentos funcionais por conferirem
beneficio a saude (ROSA et al., 2017). A yacon destaca-se por ser uma raiz tuberosa
gue armazena seus carboidratos na forma de FOS, atuando diretamente na saude
intestinal (MARTINO; KOLBA; TAKO, 2020). O Kefir é composto pelo leite
fermentado e gréos que compreendem uma mistura complexa de bactérias e
leveduras que vivem em associacdo. Essa bebida quando consumida regulamente,
tem sido associada a um efeito antibacteriano, hipocolesterolemiante e anti-
inflamatério, bem como atividade antioxidante e anti-carcinogénica (ACIK et al.,
2020; ROSA et al.,, 2017). Considerando as caracteristicas citadas, este estudo
avaliou o potencial efeito das propriedades prebiéticas do yacon, probiéticas do kefir
e simbidtica da associacdo entre eles sobre o cancer de célon em modelo
experimental de carcinogénese colorretal.

No presente estudo, o consumo diario da farinha de yacon, kefir e farinha de
yacon + kefir ndo alterou o consumo final, ganho de peso e o CEA dos animais ao
final do experimento. Moura et al. (2012) obtiveram o mesmo resultado em ratos
Wistar com inducdo de CCR tratados com farinha de yacon e farinha de yacon
combinada com probiético. Assim como Almeida et al. (2015) também néo
observaram significancia nos valores de consumo e ganho de peso dos animais.
Tais resultado sdo plausiveis, pois de acordo com a literatura, ndo é frequente a
desnutricdo em animais com CCR (FORTES, 2007), assim como o ganho de peso
ndo é comum em portadores de cancer (PEREIRA; NUNES; DUARTE, 2015). A
auséncia da desnutricio em individuos com CCR se deve ao menor
comprometimento da ingestdo alimentar, auséncia de distarbios nutricionais
absortivos, alteracfes metabdlicas minimas e inexisténcia de fatores obstrutivos
(FORTES, 2007). J4 0 ganho ou perda de peso esta relacionada ao tipo e estagio do
cancer, assim como, os 6rgaos envolvidos e tipos de terapias utilizadas (PEREIRA;
NUNES; DUARTE, 2015).

As fibras solluveis presentes da yacon (FOS) sao fermentadas pela microbiota
intestinal produzindo acidos graxos de cadeia curta (AGCC). As bactérias laticas
presentes no kefir fermentam as fibras, produzindo AGCC. A associagdo de yacon +
kefir, atuam com complemento um do outro, os prebibticos sdo fermentados por

Bifidobactérias e Lactobacilos (prebidticos) produzindo AGCC, como acetato,
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propionato e butirato, que tém potencial para reduzir o pH intraluminal (OJANSIVU;
FERREIRA; SALMINEN, 2011; MACFARLANE; MACFARLANE, 2011), que inibe a
proliferacdo de bactérias patogénicas e a atividade de enzimas envolvidas na
producdo de componentes carcinogénicos (OHIGASHI et al., 2013).

No presente trabalho, os valores de pH cecal apesentaram reducédo do pH
luminal de forma que os animais dos grupos tratados com yacon e yacon + kefir
apresentaram valor de pH inferior aos animais dos grupos C, T e K. A reducao do pH
ja era esperada nos grupos alimentados com a farinha de yacon devido a presenca
da FOS. Grancieri et al. (2017) em estudo com ratos Wistar com CCR induzido e
tratados com farinha de yacon, observaram uma reducao do pH, resultado similar ao
obtido no presente estudo, evidenciando que a administracdo das dietas com yacon
levou a reducéo dos valores de pH, tal resultado condiz com o esperado, uma vez
gque a yacon possui carboidratos ndo digeriveis fermentados por bactérias
anaerobicas do colon que geram acidos graxos de cadeia curta, 0 que acarreta em
reducdo do pH do lumen (SAAD, 2006).

A reducédo do pH tem relacdo com AGCC, uma vez que, quanto maior a
concentracdo de AGCC menor serd o pH. E através da concentracdo fecal de
AGCC, sendo os acidos acético, butirico e propidbnico 0s principais que
desempenham papéis importantes na mediacdo do transporte de sodio, servindo
como a principal fonte de energia das células epiteliais intestinais e modulando a
transcricdo génica via inibicdo da atividade da histona desacetilase (KIELA,;
GHISHAN, 2016).

Estudos sugerem que o acido propibnico € capaz de estimular a apoptose e
inibir a proliferacdo de células neoplasicas, além de equivaler-se ao acido butirico no
que diz respeito a atividade anti-inflamatéria, que exerce grande influéncia na
progressdo do desenvolvimento tumoral (HOSSEINI; AHMAD; LAI, 2011). O acido
butirico se destaca entre os AGCC por ser a principal fonte de energia para os
colondcitos, além de inibir o crescimento e a proliferacdo de células tumorais
(GONCALVES; MARTEL, 2016; SERBAN, 2014) e inibir a motilidade do célon
células cancerosas, reduzindo a metastase (LI et al., 2017).

Neste estudo ao final do experimento os animais alimentados com kefir e
yacon + kefir tiveram um aumento na producéo de acetato e os aninais alimentados

com yacon tiveram um aumento na producdo de Butirato, no entanto, néo foi

70



observada alteracdo do &cido propidnico. Resultados semelhantes foram
encontrados por Campos et al. (2012) e Moura et al. (2012), que observaram
aumento nos niveis de AGCC apoés a ingestdo da farinha de yacon. O mesmo foi
visto por Reis et al. (2019) em relacdo ao propionato, porém o acetato e o butirato
nao se alteraram, resultado diferente ao presente estudo. Uma hipotese que justifica
a auséncia do aumento da concentracdo do butirato no kefir é citado por Hijova e
Chmelarova (2007), diz que BAL n&o produzem &cido butirico, portanto,
considerando a contagem expressiva dessas bactérias no kefir do presente estudo,
entdo os resultados encontrados para este AGCC sao justificados.

O CCR esta associado ao desequilibrio entre microrganismos benéficos e
patogénicos, ocasionando no comprometimento da integridade da barreira intestinal
(BORGES-CANHA et al., 2015). A disbiose € uma alteragdo na microbiota intestinal
gue causa 0 comprometimento da integridade da barreira intestinal, aumentando
assim a permeabilidade intestinal, que ao ser aumentada facilita a entrada de
antigenos externos, o que leva ao aumento de processo inflamatério e maior
ativacdo do sistema imunologico para tentar combater os corpos estranhos e
durante esse processo podem promover a ativacdo de componentes carcinogénicos
e a producao de compostos mutagénicos, como os radicais livres (CLARK, ROBIEN,
SLAVIN, 2012).

Os probibticos e prebidticos sdo capazes de modular a permeabilidade
intestinal por melhorarem a integridade do epitélio intestinal, uma vez que
permeabilidade intestinal esta intimamente ligada a microbiota intestinal, bem como
aos elementos do sistema imunologico da mucosa (BISCHOFF et al., 2014,
EVERALD et al., 2011). O dissacarideo lactulose e o monossacarideo manitol séo
usados como marcadores da permeabilidade intestinal. A lactulose marca a via
paracelular e o manitol marca a via transcelular (TEIXEIRA et al. 2014).

Neste estudo, a ingestao de kefir foi capaz de alterar a excre¢éo de lactulose
na urina ao final do experimento, no entanto a ingestao de yacon e de yacon + kefir
nao foram capazes de alterar o manitol e relacdo L / M na urina ao final do
experimento. Resultados diferentes séo relatados na literatura, como no estudo de
Reis et al. (2019), que avaliaram o efeito do consumo regular de kefir de leite no
desenvolvimento de doencas pré-neoplasicas em ratos Wistar induzidos com DMH,

no qual foi observada uma reducao nos niveis razao lactulose/manitol. Assim como
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no estudo com ratos de Verediano et al. (2020) e Grancieri et al., (2017), os animais
com CCR foram induzidos com DMH e alimentados com farinha de yacon, no qual
foi observada reducdo nos niveis razéo lactulose/manitol, levando a uma menor
permeabilidade intestinal. Avila et al. (2017) também obtiveram um efeito positivo
sobre a permeabilidade intestinal em seu estudo com ratos Wistar tratados com
simbidtico. Estes estudos mostram que os tratamentos foram capazes de reduzir a
permeabilidade intestinal em animais induzidos ao CCR, impedindo o
comprometimento da funcéo de barreira. Desse modo, pode proporcionar beneficios
clinicos no tratamento de doencas intestinais, como o CCR (VILELA, 2005).

O consumo regular de probidticos, prebibticos e associacdo dos dois, pode
influenciar a modulagéo do sistema imunolégico (CARVALHO et al., 2021). Uma das
hip6teses dos mecanismos de atuacdo dos probidticos é que 0s mesmos podem
aumentar os niveis de anticorpos, como a SIgA e aumentar da atividade dos
macrofagos (SAAD, 2006). A imunoglobulina secretéria A (sIgA) € a primeira linha
de defesa na protecdo do epitélio contra patégenos e toxinas, pois impede a
proliferacdo de bactérias patogénicas no intestino e sua passagem pela mucosa
(PABST, 2012). Desta forma, os probidticos, prebidticos e simbidticos exibem efeitos
benéficos na imunidade da mucosa intestinal (PESHEV; VAN DEN ENDE, 2014,
PABST, 2012). Neste experimento, 0s animais que receberam a farinha de yacon e
farinha de yacon e kefir tiveram um aumento da slgA, corroborando outros estudos
em modelos animais (CHOQUE DELGADO et al., 2012) e em pré-escolares (VAZ-
TOSTES et al., 2014), em que a presenca do FOS aumentou os niveis de slgA. Por
outro lado, os animais que receberam kefir ndo demonstraram alteragdo na slgA.

Os FCA encontrados nos grupos Y, K e YK induzidos com DMH, comprovam
a eficacia do modelo de carcinogénese descrito por Bird (1987). Acredita-se que 0s
prebioticos, probidticos e simbidticos possam reduzir o processo de carcinogénese
por induzirem modificacdo na microbiota intestinal ao aumentar o numero de
bifidobactérias, portanto tendem a reduzir a formacgéo das FCAs, marcador este que
precede o processo de CCR, demonstrando ter potencial para suprimir tal neoplasia
por meio da modificagdo da microbiota do colon (MARQUES, WAITZBERG, 2000).

Porém, neste estudo, ndo foi observada redugdo no niumero de FCA totais,
comparando-se o grupo Y, K e YK com o grupo T. Resultados diferentes foram
relatados na literatura, Reis et al. (2019), em sua pesquisa observaram que o kefir
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demonstrou reduzir 36,55 % dos FCA em ratos adultos, por outro lado, Grancieri et
al. (2017) ndo observaram alteracdo no total de FCA em ratos que consumiram
farinha de yacon. Entretanto, quando se considera as lesdes macroscépicas, 0
grupo yacon apresentou reducdo de 5,26 % em relagdo ao grupo T. Em
contrapartida, os animais do grupo K e YK apresentaram aumento de 57,89 % e
42,11 %, respectivamente. Resultados semelhantes foram relatados na literatura em
relacdo ao consumo de probibticos e a progressdo do desenvolvimento de FCA
(WALIA et al., 2015). A reducédo de FCA em animais alimentados com farinha de
yacon pode estar relacionado a fermentacédo do FOS, que produz AGCC, dos quais
butirato se destaca ao demonstrar inibir a proliferacdo celular e angiogénese, além
de induzir a apoptose (DAVIS; MILNER, 2009; POOL-ZOBEL,; SAUER, 2007).

Uma microbiota adequada e uma barreira intestinal integra sdo importantes
para o organismo de individuos saudaveis, por permitem a formacdo de resposta
imunologica a partir da exposicdo do trato intestinal a microrganismos presentes no
limen. Entretanto, quando ocorre uma perturbacdo nesse sistema, a producédo de
citocinas pro inflamatodrias é ativada (SAAD, 2006).

O CCR ocasiona véarios processos inflamatorios, como a inflamacéo crénica
do epitélio (SUN; KATO, 2016). Umas das citocinas pré-inflamatéria relacionada a
inflamacé@o dos tecidos € o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), também definida
como “citocina de alarme”, pois € um marcador de atividade inflamatoria, por
participar do processo de sinalizacdo, comunicacao, diferenciacdo e morte celular,
por tanto, € uma citocina que permite ao sistema imunolégico permanecer em
estado de vigilancia, estando pronto para agir e eliminar a causa da inflamacéo
(ANNIBALDI; MEIER, 2018). Neste estudo, os animais nao apresentaram alteracao
nos niveis de TNF-a. Em outros estudos como no de Reis et al. (2019) com
probioticos e Verediano et al. (2020) com prebidticos, foi observado um aumento dos
niveis de TNF-a devido a presenca do CCR. O mesmo néo foi observado neste
estudo, quando se compara 0s animais saudaveis com os que foram induzidos ao
cancer.

Outra citocina importante e presente em muitos processos fundamentais para
a vida e que desempenha diversas fungbes no processo inflamatério é a
Interleucina-6 (IL-6) (HIRANO, 2021). A IL-6 € uma das citocinas inflamatorias que

exerce papéis importantes na defesa do hospedeiro, inflamacao, cancer, bem como
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no crescimento e hipertrofia celular, além contribui para o estresse oxidativo por
afetar a expresséo e a atividade da NADPH oxidase, e influenciar nos niveis de NO
e superdxido (DIDION, 2017). O nivel de IL-6 reduziu apds a suplementa¢cdo com
yacon, kefir e yacon + kefir. Resultados similares foram encontrados por Brasiel et
al. (2020), em ratos Wistar alimentados com probiético, verificaram uma reducéo da
citocina IL-6.

Temos também, a citocina IL-10 que é um mediador anti-inflamatoério de
protecdo para o0 hospedeiro contra patégenos e microbiota, além de desempenha
papéis importantes, como cicatrizacdo de feridas, autoimunidade, céncer e
homeostase (SARAIVA; VIEIRA; O'GARRA, 2020). Em contrapartida, temos a IL-12,
citocina pré-inflamatéria produzida em resposta a patégenos microbianos. A IL-12
tem funcdo de induzir a diferenciacdo de células Thl, aumentar a ativacdo e as
capacidades citotoxicas das células T e NK e inibir ou reprogramar células
imunossupressoras, tais como macrofagos associados a tumores e células
supressoras derivadas de mieloides (NGUYEN et al., 2020).

Os niveis de IL-10 e IL-12 ndo se alteraram ap6s a suplementacdo com
yacon, kefir e yacon + kefir. Resultados similares foram encontrados referente a IL-
10 e IL-12 por Choque Delgado et al. (2012) em animais e Vaz-Tostes et al. (2014)
em humanos apés a ingestdo de yacon. Esperava-se que a IL-10 apresentasse
efeito na imunorregulacéo e inibisse os mediadores inflamatérios, como a IL-12, que
suprime o crescimento tumoral (TENG; DARCY; SMYTH, 2011), entretanto,
estatisticamente néo foi observado este efeito.

Sabe-se que o0 cancer € uma doenca com caracteristicas altamente
oxidativas, uma vez que espécies reativas de oxigénio causam danos celulares e
impulsionam a mutacdo, deste modo células cancerigenas estdo constantemente
sob estresse oxidativo (VEREDIANO et al., 2020). No presente estudo, nado foi
observada alteragdo na concentracdo da capacidade antioxidante total no soro dos
animais que consumiram yacon, kefir e yacon e kefir em comparacdo ao grupo
controle T, mostrando que dietas nédo foram capazes de alterar o CAT em animais
induzidos ao CCR. Resultados diferentes foram encontrados por Reis et al. (2019) e
Mohania et al. (2013) em estudos com probiéticos e Jimenez, Rossi € Samman
(2015) em estudo com prebidtico, uma vez que nesses estudos foi visto um aumento

da concentracdo de CAT em animais induzidos CCR.
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N&o foram encontrados trabalhos que investigam o yacon e o kefir de forma
simbidtica sobre o cancer de colon. Ainda, considerando o vasto numero de
interaces entre dieta, microbiota, resposta metabdlica, sistema imune e barreira
intestinal, estudos mais detalhados a nivel metabdlico sdo necessarios a fim de se
estabelecer mecanismos de acdo dos probioticos, prebidticos e simbidticos na
carcinogénese de colon. Estudos com animais de diferentes idades, sexo, estado de
saude e tempos de intervencao e inducgdo diferentes sdo necessarios para afirmar os

achados deste estudo, bem como estudo com humanos e in vitro.
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8. CONCLUSAO

Os resultados do trabalho sugerem que o consumo de yacon e de kefir, de
maneira isolada e associada ndo reduziram o risco e/ou progressao do cancer
colorretal em animais induzidos ao cancer colorretal em experimento de 15
semanas. Ao contrario, 0s animais apresentaram uma piora no quadro do cancer
quando observamos os numeros de lesdes macroscopicas malignas, pois podem ter
fornecido substratos para o crescimento do cancer, como os AGCC. Observamos
também que a associacdo yacon + kefir ndo teve acao simbiotica, uma vez que nao
teve um efeito protetor ou benéfico a saude dos animais induzidos ao céancer
colorretal. Com tudo, considerando que outros estudos sinalizam para uma relacao
positiva entre o cancer colorretal e o perfil imunoldgico, estudos mais aprofundados

sao necessarios a fim de explicar a atuacdo da yacon e do kefir.
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ANEXOS

Anexo A. Protocolo do Comité de Etica no Uso de Animais da UFES (CEUA)
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