Universidade Federal do Espirito Santo
Centro de Ciéncias Agrérias
Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

MARIANA GRANCIERI

YACON (Smallanthus sonchifolius) NA MODULACAO DO CANCER DE COLON

EM MODELO ANIMAL

ALEGRE/ES
2016



Mariana Grancieri

YACON (Smallanthus sonchifolius) NA MODULACAO DO CANCER DE COLON
EM MODELO ANIMAL

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pé6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Espirito Santo,
como parte das exigéncias para obtencéo do
Titulo de Mestre em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos.

Orientadora: Prof.2 Neuza Maria Brunoro Costa

Coorientadoras: Prof.2 Mirelle Lomar Viana e Prof.2 Maria das Gracgas Vaz Tostes

ALEGRE/ES
2016



MARIANA GRANCIERI

YACON (Smallanthus sonchifolius) NA MODULACAO DO CANCER DE COLON

EM MODELO ANIMAL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-Graduacao
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito
Santo, como parte das exigéncias para obtencéo do Titulo
de Mestre em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

Aprovado em 03 de Fevereiro de 2016.

COMISSAO EXAMINADORA:

Prof.2 Dra. Neuza Maria Brunoro Costa
Universidade Federal do Espirito Santo
Orientadora

Prof.2 Dra. MirelleLomar Viana
Universidade Federal do Espirito Santo
Coorientadora

Prof.2 Dra. Maria das Gracas Vaz Tostes
Universidade Federal do Espirito Santo
Coorientadora

Prof.2 Dra. Mariana Drummond Costa Ignacchiti
Universidade Federal do Espirito Santo
Examinadora externa

Prof. Dr. André Gustavo Vasconcelos Costa
Universidade Federal do Espirito Santo
Examinador Interno



Dados Internacionais de Catalogacéo-na-publicacdo (CIP)

(Biblioteca Setorial de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo, ES, Brasil)

G749y

Grancieri, Mariana, 1993-

Yacon (Smallanthus sonchifolius) na modulacdo do cancer de colon em
modelo animal / Paula de Almeida Claudino. — 2016.

93 f. :il.

Orientadora: Neuza Maria Brunoro Costa.

Coorientadoras: Mirelle Lomar Viana ; Maria das Gragas Vaz Tostes.

Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) —
Universidade Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias Agrarias.

1. Fruto-oligossacarideos. 2. Endotoxemia. 3. Permeabilidade intestinal.
4. Farinha de yacon. 5. imunologia. 6. Histologia. |. Costa, Neuza Maria
Brunoro. Il. Viana, Mirelle Lomar. Ill. Tostes, Maria das Gracas Vaz.
IV. Universidade Federal do Espirito Santo. Centro de Ciéncias Agrarias.
V. Titulo.

CDU: 664




Agradecimentos

Primeiramente, obrigada meu Deus! Obrigada por guiar meus caminhos e me
conceder forca e paz nos momentos de aflicdo e cansaco e me proporcionar tantas
alegrias e conquistas!

Aos meus pais, Adriana e Marcelo, pelo apoio incondicional em todos os
momentos e por me ajudarem a realizar meus sonhos. Essa vitOria € para Vocés!

A minha orientadora, professora Neuza: N&o ha palavras que expressem meu
respeito, admiracdo, carinho e gratiddo a vocé! Muito obrigada pelos valiosos
ensinamentos e amizade em todos esses anos.

Ao Ulip, pela companhia, compreenséo e apoio durante todos esses anos.

A minha irma Juliana, pelo apoio e amizade.

A todos meus familiares que sempre torceram e acreditaram em mim.

As professoras Mirelle e Gracga, por sempre estarem dispostas a me ajudar,
compartilhando conhecimentos e me ajudando no que se fizesse necessario, além
da amizade e companhia em todos esses anos.

A Laiz, por ser uma grande amiga e companheira que me auxiliou e esteve
presente em todos os momentos, desde o inicio da graduacéo.

As professoras Daniela e Mariana, pelo imprescindivel amparo nas anélises e
amizade.

Ao professor Sérgio, pelo auxilio nas analises estatisticas e constante apoio
no que fosse preciso.

As meninas da Iniciagdo Cientifica: Priscila, Daniela, Thaisa e Patricia, além
do Alexandre, pela grande e imprescindivel ajuda durante todo experimento.

Aos técnicos de laboratorio, Amanda, Leticia, Gerusa, Marisa e Eduardo, por
estarem sempre prestativos a ajudar.

A professora Louisiane e a todos do Laboratério de Patologia Animal, pelo
suporte na parte experimental e nas analises histoldgicas.

Aos colegas do PCTA pelos bons momentos vividos e toda amizade.

Ao secretario do PCTA, Toninho, pela assisténcia no que fosse necessario,
sempre com bom humor e paciéncia.

Aos meus amigos, principalmente Thaisa, Leticia de Nadai, Lara, Carol,
Bruno, Leticia Louzada, Natalia, Fernando, Leila, Larissa e Vagner, por estarem

sempre comigo, alegrando minha vida!



A Universidade Federal do Espirito Santo, pela oportunidade e contribuicdo a
minha formagé&o académica.

Ao CNPg- Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico,
pelo financiamento do projeto.

A CAPES- Coordenacido de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior,
pela concesséo da bolsa de estudos.

Aos professores do Departamento de Farméacia e Nutricdo e do PCTA, por
todo ensinamento compartilhado e amizade.

Aos professores membros da banca: André, Mariana, Graca e Mirelle que
gentilmente aceitaram participar e colaborar com este trabalho.

E por todos aqueles que direta ou indiretamente contribuiram para a

concretizacdo deste trabalho, muito obrigada!



RESUMO

GRANCIERI, Mariana. Yacon (smallanthus sonchifolius) na modulacdo do
cancer de colon em modelo animal. 2016. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre - ES.
Orientadora: Prof.2 Neuza Maria Bruno Costa. Coorientadoras: Prof.2 Mirelle Lomar

Viana e Prof.2 Maria das Gracas Vaz Tostes.

O céancer colorretal (CC) pode induzir complicagfes clinicas e até mesmo 06bito do
paciente. A farinha de yacon (FY) (Smallanthus sonchifolius) € rica em
frutooligossacarideos (FOS) que sado fermentados por bifidobactérias produzindo
efeitos benéficos a saude intestinal. Seu efeito no CC, entretanto, é ainda
desconhecido. O objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos intestinais e
imunolégicos da suplementacdo com a farinha de yacon em modelo animal de
cancer de colon induzido. Ratos machos Wistar, foram divididos em grupo S (sem
CC e sem FY, n=10), grupo C (com CC e sem FY, n=12), grupo Y (sem CC e com
FY, n=10) e grupo CY (com CC e FY, n=12). Durante cinco semanas, os grupos C e
CY receberam, por via subcutanea, uma dose semanal de 25 mg/kg de peso da
droga 1,2-dimetilhidrazina (DMH), seguidas por oito semanas para O
desenvolvimento do CC. Durante as 13 primeiras semanas do estudo, todos os
grupos receberam racdo padrdo comercial. Apés esse periodo, os grupos Y e CY
consumiram dieta com FY em quantidades suficientes para fornecer 7,5% de FOS
por oito semanas e os demais grupos, consumiram dieta AIN-93M. ApGs o periodo
experimental foram determinados: permeabilidade intestinal, pH intraluminal,
endotoxemia, focos de criptas aberrantes (FCA), histologia qualitativa (diametro
apical, diametro basal e profundidade de cripta, além da contagem de criptas por
campo), niveis de anion superoxido e oxido nitrico e a capacidade antioxidante total
do plasma (CAT). Os resultados foram avaliados utilizando-se Two-way ANOVA
(andlise de variancia) seguida pelo teste de Newman-Keuls (p<0,05). A farinha de
yacon exerceu efeito benéfico e significativo sobre a permeabilidade intestinal, uma
vez que a excregao de lactulose e manitol urinarios foi menor nos grupos Y e CY,
comparados aos grupos controles (S e C). Além disso, houve reducdo do pH
intraluminal,no percentual dos niveis de FCA, além de ter aumentado a profundidade

e numero das criptas colonicas, a CAT e metabolismo oxidativo, via producdo de



anion superoéxido. Porém néo foi observada efetividade da farinha de yacon sobre o
namero de FCAs, na endotoxemia e na liberacdo de 6xido nitrico. Pode-se concluir
que a FY foi eficaz e benéfica na modulacéo do cancer colorretal em modelo animal,
contudo, sdo necessarios outros estudos que elucidem os mecanismos pelos quais

iSSO ocorre.

Palavras-Chave: frutoligossacarideos, endotoxemia, permeabilidade intestinal,

farinha de yacon, imunologia, histologia.



Abstract

GRANCIERI, Mariana. Yacon (Smallanthus sonchifolius) in colon cancer
modulation in animal model. 2016. Dissertation (Master in Food Science and
Technology). Federal University of Espirito Santo, Alegre - ES. Advisor: Neuza Maria
Bruno Costa. Co-advisor: Mirelle Lomar Viana and Maria das Gracgas Vaz Tostes.

Colorectal cancer (CC) can induce clinical complications and even death of the
patient. The yacon flour (FY) (Smallanthus sonchifolius) is rich in fructo-
oligosaccharides (FOS) that are fermented by bifidobacteria producing beneficial
effects on intestinal health. Its effect on the CC, however, is still unknown. The
objective of this study was to investigate the intestinal and immunological effects of
supplementation with yacon flour in animal model of induced colon cancer. Male
Wistar rats were divided into groups S (without CC and without FY, n=10), C group
(with CC and without FY, n=12), Y group (without CC and with FY,n=10) and CY
group (with CC and FY, n=12). For five weeks, the C and CY groups received,
subcutaneously, a weekly dose of 25 mg / kg weight of 1, 2-dimethylhydrazine (DMH)
drug, followed by eight weeks for the development of CC. During the first 13 weeks of
the study, all groups received standard commercial ration. After this period, the Y and
CY groups consumed diet FY in amounts sufficient to provide 7.5% of FOS for eight
weeks and the other groups consume AIN-93M diet. After the experimental period
were determined: intestinal permeability, intraluminal pH, endotoxemia, aberrant
crypt foci (ACF), qualitative histology (apical diameter, baseline diameter and crypt
depth, beyond the crypts count per field) levels of anion superoxide and nitric oxide
and plasma total antioxidant capacity (TAC). The data were analyzed by two-way
ANOVA (analysis of variance) followed by Newman-Keuls test (p <0.05). Yacon flour
exerts beneficial and significant effect on intestinal permeability, given that the
urinary excretion of lactulose and mannitol was lower in Y and CY groups compared
to control groups (S and C). Furthermore, there was a positive action in reducing the
intraluminal pH, the percentage reduction in FCA levels, in addition to increased
number and depth of the colonic crypts, TAC and oxidative metabolism via the
production of superoxide anion. But it was not observed effectiveness of yacon flour
on the number of ACF in endotoxemia and nitric oxide release. It may be concluded

that the FY is effective and beneficial in the modulation of colorectal cancer in animal



model, however, further studies are required to elucidate the mechanisms by which
this occurs.

Keywords: fructooligosaccharides, endotoxemy, intestinal permeability, yacon flour,

immunology, histology.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia das doencas e agravos crbnicos nao transmissiveis (DACNT)
aumenta progressivamente no cenario mundial, entre 0os quais destaca-se o cancer.
Céancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 diferentes tipos de moléstias
que tém em comum o crescimento desordenado de células anormais com potencial
invasivo, cuja origem se da por condi¢des multifatoriais (INCA, 2014).

O cancer colorretal (CC) abrange tumores que acometem o colon intestinal e
o reto. Esse tipo de carcinoma, assim como a maioria das linhagens de cancer é
resultado da interacdo entre fatores endégenos, como a predisposi¢cao genética ao
desenvolvimento de doencas cronicas do intestino e a idade avancada, além de
fatores ambientais, como a dieta (INCA, 2015). Ainda, alteracbes na microbiota
intestinal, como a disbiose, facilitam o desenvolvimento de processos inflamatorios,
podendo promover a ativagdo de componentes carcinogénicos e a producao de
compostos mutagénicos, como os radicais livres (CLARK, ROBIEN, SLAVIN, 2012).
Segundo a ultima estimativa brasileira, realizada pelo Instituto Nacional de Cancer
José Alencar Gomes da Silva, o CC serd o terceiro tipo de cancer mais comum entre
0os homens e o segundo nas mulheres no biénio 2016/2017, sendo 0s principais
indices nas regides mais desenvolvidas (INCA, 2015).

Alguns compostos bioativos estdo relacionados na modulacdo da microbiota
intestinal, atuando beneficamente em muitos distirbios que afetam o trato
gastrointestinal (TGI), dentre eles o CC. Dentre esses compostos encontra-se o FOS
(TOLOUDI, 2015; FIOCCHI, 2003; MACPHERSON; HARRIS, 2004). Estes sao
prebidticos, ou seja, ingredientes alimentares nao digeriveis pelo organismo humano
gue resultam em beneficios pela estimulacdo seletiva do crescimento e/ou ativagao
do metabolismo de bactérias probidticas, como Lactobacillus e Bifidobacterium spp
(SAAD, 2006; RODRIGUEZ-CABEZAS et al., 2010). Nesse sentido, a administracéo
de prebidticos pode ser uma alternativa potencialmente benéfica na reducao do risco
de CC.

A inulina e o FOS séo prebibticos com acao benéfica conhecida. O FOS é
formado a partir da hidrolise da inulina pela enzima inulase, tornando-se
oligossacarideos resistentes. Estes sdo carboidratos complexos resistentes a acao

7

das enzimas digestivas, chegando intactos ao célon. Neste local, o FOS é
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fermentado por bifidobactérias, formando lactato, gases como o didéxido de carbono
e hidrogénio, e 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC) (LOSADA, OLLEROS, 2002).

O FOS estimula a colonizacéo intestinal de bifidobactérias por ser substrato
para esses microrganismos, melhorando a funcéo intestinal e prevenindo infeccdes
sistémicas derivadas da translocacdo bacteriana, 0os quais que podem ocasionar
sepse e até mesmo morte (WESTERBEEK et al., 2011). Estudos mostram que o
consumo de FOS é capaz de alterar a histologia intestinal, aumentando a
profundidade e numero de criptas totais e bifurcadas (SCHOLZ-AHRENS,
SCHREZENMEIR, 2002; RASCHKA, DANIEL, 2005; LOBO et al., 2007; LOBO et al.,
2014). Ainda, o FOS pode reduzir o nimero e multiplicidade de focos de criptas
aberrantes (FCA), numero de adenocarcinomas invasivos e taxa de proliferacao
celular em tumores (MOURA et al., 2012).

Os AGCC produzidos pela fermentacdo do FOS, especialmente o butirato,
fornecem energia aos enterdcitos. Também, o butirato € capaz de diminuir a
qguimiorresisténcia e bloquear a acdo das histonas desacetilases em células
tumorais, levando essas células a apoptose, além de modular a expressao da
glutationa S-transferase que detoxifica compostos cancerigenos e associados ao
estresse oxidativo (MOURA, 2012; KILNER, et al, 2012; RAJENDRAN et al, 2011).

Além disso, os AGCC, podem causar nos neutréfilos alteracdo do pH
intracelular, mobilizacdo de calcio intracelular, producdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, fagocitose e morte de microrganismos e distribuicdo de
proteinas do citoesqueleto, além de estimular liberagcdo de 6xido nitrico que em
concentracbes elevadas atua como um potente agente anti-carcinogénico,
promovendo apoptose, necrose e inibicAo da angiogénese (VINOLO, 2010;
COULTER et al., 2008).

A propriedade da farinha de yacon de estimular o sistema imunoldgico da
mucosa intestinal foi demonstrada por Vaz Tostes e colaboradores (2014), na dose
de 0,14 g FOS/kg/dia ofertada durante 18 semanas a criancas pré-escolares. Ao fim
do estudo, os pesquisadores verificaram que a ingestdo da farinha de yacon
aumentou os niveis séricos de IL-4 e slgA fecal. A sIgA tem a capacidade de
neutralizar toxinas e microrganismos patogénicos, estando em niveis elevados
apenas no intestino de animais com uma microbiota normal (MACPHERSON, et al.,
2008; SANSONETTI, 2011).
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As fontes alimentares de FOS e de inulina s&o restritas e, em vista dos seus
potenciais efeitos no CC, novas fontes de prebidticos tém sido investigadas. Dentre
essas fontes, encontra-se o yacon (Smallanthus sonchifolius), que é uma raiz
tuberosa originaria das regides andinas, introduzido no Brasil no inicio dos anos 90
(MOSCATTO et al., 2004). E um alimento rico em FOS, podendo representar de
40%-70% da matéria seca no yacon (SANTANA e CARDOSO, 2008). Embora
promissor, 0 yacon tem sido pouco investigado quanto aos seus efeitos benéficos a
saude intestinal.

Nesse contexto, o presente estudo visa avaliar os efeitos do consumo da
farinha de yacon em parametros intestinais e sistémicos de ratos com CC induzido.
Espera-se que o consumo de farinha yacon promova melhorias nos parametros
morfolégicos e no metabolismo oxidativo de neutrofilos dos animais submetidos a

carcinogénese experimental.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos intestinais e o metabolismo oxidativo da farinha de yacon

(Smallanthus sonchifolius) em modelo animal de cancer de colon induzido.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar, em animais submetidos ou ndo a indugédo do CC, os efeitos da farinha de

yacon no.

e Consumo alimentar e no peso corporal;

e pH intraluminal;

e Alteractes morfoldgicas e histopatolégicas no célon;
e Metabolismo oxidativo de neutrofilos.

¢ Permeabilidade intestinal;

e Endotoxemia;

18



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fisiologia e defesa intestinal

O trato gastrointestinal (TGIl) humano é um microecossistema cinético que
possibilita o desempenho normal das funcdes fisiolégicas do hospedeiro. E
composto por boca, faringe, eséfago, estbmago, intestino delgado e intestino grosso,
além dos o6rgdos anexos, como figado, pancreas, vesicula biliar e glandulas
salivares. E por meio do TGI que o organismo recebe agua, nutrientes e eletrolitos,
além de constituir uma importante barreira de protecdo contra entrada de patégenos
do meio externo (HALL; GUYTON, 2012).

O intestino delgado é dividido em duodeno, jejuno e ileo. A superficie interna
do intestino delgado é constituida por centenas de dobras, depressfes e projecdes,
denominadas vilosidades. Estas séo revestidas com células epiteliais denominadas
enterocitos que apresentam extensfes cilindricas ainda menores, as
microvilosidades. Estas estruturas sdo de grande importancia para o TGl, pois
aumentam a superficie de absorcao intestinal (MAHAN; KRAUSE, 2013).

O intestino grosso € dividido nos segmentos: ceco, colon (ascendente,
transverso, descendente e sigmoide), reto e anus. Existem trés faixas musculares
gue percorrem longitudinalmente todo o colon, chamadas de ténia ou faixas cdlicas.
As haustras sdo bolsas formadas pela contracdo das faixas coélicas e que déo o
aspecto enrugado ao célon. A mucosa do intestino grosso ndo apresenta vilos. E
constituida por epitélio cilindrico simples, formado por células chamadas colondcitos
gue estao presentes sobre uma lamina propria de tecido conjuntivo frouxo, contendo
criptas de Lieberkiihn. A submucosa € formada por tecido conjuntivo fibroelastico. A
camada muscular é formada por tlinicas de musculo liso, uma circular interna e outra
longitudinal externa. A camada mais externa € serosa (HALL; GUYTON, 2012).

Entre as células intestinais encontram-se as “tigh junctions” que atuam como
uma barreira semi-permedavel para o transporte paracelular de ions, solutos e agua,
bem como células, sendo importante barreira que divide os dominios apical e
basolateral de enterdcitos e colondcitos. Localizadas entre as vilosidades estdo as
criptas intestinais que sao longas glandulas tubulares com grande nimero de células
de absorcdo e caliciformes e, em menor numero, células granulares (HALL;
GUYTON, 2012).
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As células de absorcdo sdo cilindricas e apresentam microvilosidades. O
muco produzido pelas células caliciformes facilita a passagem das fezes e protege
as paredes do intestino grosso da irritacdo provocada pelos acidos e gases
libertados pelas bactérias da microbiota intestinal (HALL; GUYTON, 2012). A
estrutura da parede intestinal pode ser observada na Figura 1.

Associados ao epitélio secretor encontram-se as células de defesa
imunologica. Os linfécitos, principais células da imunidade celular, estdo presentes
em trés regides principais da mucosa do TGI: na camada epitelial, na lamina propria
e em locais especificos da lamina propria, chamados de placas de Peyer. As células
de cada regido apresentam caracteristicas especificas (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI,
2008).

Mucosa

Muscutar

Figura 1: Esquema da estrutura histolégica do intestino grosso em menor (A) e em
maior (B) aumento. Observa-se o epitélio superficial (1), as criptas de Lieberkihn (2),
um nodulo linfatico (3), a musculatura da mucosa (4), as células adiposas (5), 0s
vasos sanguineos da submucosa (6), a camada muscular interna circular (7) e a
camada muscular externa longitudinal (8). Adaptado de: Eynard; Valentich; Rovasio
(2011).
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Na regido intra-epitelial, encontram-se principalmente os linfocitos T,
responsaveis pela memoéria e pelo desenvolvimento de respostas imunes
apropriadas. A lamina prépria contém linfécitos T, responsaveis por reconhecer e
responder aos antigenos presentes nos linfonodos mesentéricos que drenam o
intestino, além de linfécitos B, plasmécitos ativados, células dendriticas, macréfagos,
eosindfilos e mastécitos. Ja as placas de Peyer sao aglomerados de foliculos
linféides e neles se inicia a resposta imunologica das mucosas, com a producdo da
slgA. As células M (membranosas) sao células intra-epiteliais que recobrem as
placas de Peyer. Essas células sao responsaveis por transportar macromoléculas do
limen intestinal para os tecidos sub-epiteliais, num mecanismo de transcitose, a fim
de iniciar defesa contra o antigeno e/ou gerar células de memdria (ABBAS,
LICHTMAN, PILLAI, 2008).

Adicionalmente, outra barreira extremamente efetiva contra entrada de
microrganismos patogénicos na lamina prépria intestinal é a presenca de um
ecossistema bacteriano formado por bifidobactérias. Estas sdo bactérias néao-
patogénicas e benéficas que sdo oposicdo a microrganismos patogénicos e
oportunistas. O equilibrio entre as populagbes microbianas da-se pela competicao
por nutrientes e espaco entre elas, além da inibicdo de um grupo bacteriano pelos
produtos metabolicos de outro. Além de funcionarem como barreira intestinal, as
bactérias do intestino grosso fermentam as fibras que nado sofreram digestdo e
absorcdo, levando a formacdo de &cidos e gases. Além disso, as bactérias
intestinais sdo também responsaveis por sintetizar vitamina B e K (DENIPOTE,
TRINDADE, BURINI, 2010).

Além da defesa por células imunoldgicas e pela microbiota intestinal, o préprio
epitélio intestinal constitui-se uma estrutura de defesa contra agentes agressores.
Seu intenso “turnover” celular contribui para a eliminagcdo de antigenos que aderem
a superficie mucosa. Deste modo, verifica-se que o epitélio intestinal apresenta
diferentes propriedades, promovendo tanto a funcdo de transporte de substancias
existentes na luz intestinal, quanto de barreira aos antigenos (VILELA, 2005).

O termo permeabilidade intestinal relaciona-se justamente a essa funcao de
barreira exercida pelo epitélio (MORROW, GOGINENI, MALESKER, 2012). Este
permite a passagem de moléculas através do mecanismo de difusdo ndo mediada,
independente do gradiente de concentracdo e sem utilizar carreador bioquimico

passivo ou ativo. Apenas substancias com peso molecular maior que 150 Daltons
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(Da) utilizam essa via de acesso a mucosa intestinal. Moléculas com peso molecular
menor que 150 Da utilizam sistemas carreadores para seu transporte para a mucosa
intestinal e assim atingir a corrente sanguinea (VILELA, 2005).

A técnica mais utilizada para se avaliar a permeabilidade intestinal € pela
avaliagdo da excrecdo urinaria de agucares ndo metabolizados, administrados
oralmente. Os principais acucares utilizados sé@o a lactulose e o manitol, devido a
capacidade de atravessar o epitélio por uma rota transcelular ou paracelular e ndo
serem metabolizados pelo organismo, possibilitando obter um indice especifico da
permeabilidade intestinal. A absor¢do do monossacarideo manitol é utilizada para
refletir permeabilidade transcelular, demonstrando a absor¢cdo de moléculas
pequenas. Por outro lado, o dissacarideo lactulose € capaz de passar entre as
juncdes paracelulares, refletindo a permeabilidade de moléculas maiores. De modo
que uma maior excrecao de lactulose e manitol esta relacionada a danos nas células
da mucosa e nas “tight junctions” (WIEST; RATCH, 2003).

Porém, essa barreira exercida pelo epitélio intestinal pode se alterar devido a
estresse hiperosmolar, doencas, drogas, citocinas e horménios, associados a uma
dieta desbalanceada, rica em gorduras e pobre em fibras. Esse fato pode favorecer
a passagem de antigenos pela mucosa intestinal, podendo iniciar ou agravar um
processo inflamatério (MORROW, GOGINENI, MALESKER, 2012). Como
consequéncia, metabdlitos, mediadores inflamatérios e células relacionadas ao
processo inflamatério, como linfocitos, neutréfilos e macrofagos, acumulam-se na
mucosa intestinal (BAUMGART, CARDING, 2007; MALOY, POWRIE, 2011). Estas
células passam a liberar elevadas quantidades de espécies reativas de oxigénio
(ERO), como peroxido de hidrogénio, radicais hidroxilo, anions superoxido e
peroxinitrito e espécies reativas de nitrogénio (ERN), como éxido nitrico (NO) (ZHU,
LI, 2012).

O processo de inflamacdo do intestino leva a transformacdo das células
epiteliais que sofreram muta¢cdes genéticas. Essa transformacao ocasiona perda da
funcdo das células apresentadoras de antigeno (APC) na ativacdo da B-catenina e,
por fim no desenvolvimento de carcinomas e adenomas. Consequentemente, essas
alteracbes estdo associadas com a perda da funcdo da barreira intestinal
(GRIVENNIKOV et al., 2012)

Estas modificagbes na integridade das células da mucosa facilitam a

translocacdo de bactérias do lumen para a lamina propria, levando a ativacédo de

22



células mieldides por receptores “toll-like”, acarretando na producdo de IL-23. Esta,
por sua vez, auxilia na producdo da IL-17 que provoca uma resposta macica de
neutréfilos e a proliferacdo de células epiteliais, gerando uma gradual perda de
funcdo das mesmas, além de processos de inflamacdo e formacdo de tumores
(GRIVENNIKOQV et al., 2012).

A quebra da barreira intestinal pode levar a translocacao bacteriana (TB). Esta
é definida como a passagem de bactérias enddgenas viaveis e nao-viaveis, assim
como seus produtos, da luz do TGI para sitios estéreis (linfonodos mesentéricos,
circulagdo sistémica, Orgdos extraintestinais) por meio da barreira epitelial
(AZEVEDO et al.,, 2009). Este evento induz, perpetua ou intensifica o estado
inflamatorio por iniciar a resposta mediada por citocinas, predispondo o hospedeiro
ao desenvolvimento da resposta inflamatéria sistémica (EL-AWADY et al., 2009;
BALZAN et al., 2007). A presenca de citocinas inflamatoérias (TNF-a, IL-2 e IFN-y) e
oxido nitrico na mucosa intestinal, por sua vez, promove ruptura da barreira
intestinal, intensificando ainda mais a TB (LI et al., 2008; RAPIN, WIERNSPERGER,
2010).

Existem duas teorias, ndo excludentes, que tentam explicar como se da o
processo de quebra da barreira intestinal. A primeira delas é o “Modelo dos trés
insultos”, em que a translocacao bacteriana € conseqiiéncia de dois insultos iniciais.
No primeiro insulto, que pode ser um trauma, cirurgia ou doenga, ocorre a
hipoperfuséo esplancnica. Ja o segundo insulto ocorre apds recuperacao e resultaria
em lesdo de isquemia e reperfusdo, com consequente aumento da permeabilidade
intestinal. No terceiro e ultimo insulto, bactérias e citocinas estimulariam fatores
imunoldgicos locais e sistémicos, perpetuando o estado inflamatério e resultando em
sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) e sindrome de disfuncédo de
multiplos 6rgdos (SDMO) (CLARK; COOPERSMITH, 2007). A segunda teoria de
quebra da barreira intestinal € chamada “Teoria do tecido linféide intestinal”.
Segundo essa teoria, macrofagos e linfonodos mesentéricos blogueiam a maior
parte das bactérias translocadas, porém algumas sobrevivem ou liberam
endotoxinas, que através do sistema linfatico intestinal migram para o ducto toracico
e assim para a circulagdo direita, atingindo o pulméo. Nesse 0rgdo, ocorreria
ativacdo de macrofagos alveolares, fato que contribuiria para a progressdao da
disfungéo pulmonar e SDMO (SULIBURK, 2008).
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Entre os fatores que predispdem a translocacdo bacteriana estdo a obstrucéo
intestinal, ictericia, doenca inflamatdéria intestinal, neoplasias, nutricdo parenteral pré-
operatoria, cirurgia de emergéncia e colonizacdo gastrica por microrganismos, uma
vez que hiperproliferacdo bacteriana pode levar ao aumento de endotoxinas, com
possivel aumento da permeabilidade intestinal e translocacdo (AZEVEDO et al.,
2009).

Tem sido proposto que estas bactérias intestinais potencialmente patogénicas,
Oou suas endotoxinas, possam iniciar ou perpetuar o estado de septicemia em
pacientes que ndo apresentam focos de infec¢do, podendo levar em alguns casos a
faléncia multipla orgénica e o6bito, reforcando a importancia de uma microbiota
constituida por bifidobactérias (WIEST; RATH, 2003).

3.2 Cancer colorretal

A populacéo brasileira, seguindo um contexto mundial, passa pelo processo
de transicdo epidemiol6gica. Neste cenéario, a ocorréncia das doencas
infectocontagiosas diminui e a incidéncia das doencas e agravos cronicos nao
transmissiveis (DACNT) aumenta drasticamente, sendo o novo centro de atencao
dos problemas de doenca e morte da populacdo brasileira. Dentre as DACNT, o
cancer tem grande destaque dado sua alta incidéncia e mortalidade (INCA, 2014).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (2015), no Brasil, o cancer é
segunda principal causa de mortalidade no pais, perdendo apenas para as doencas
cardiovasculares. E estimado para o ano de 2016 mais de 420 mil casos novos de
cancer (ndo incluindo os de pele ndo-melanoma), sendo os homens o0s mais
acometidos (51%) (INCA, 2015). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou
para ano 2030, cerca de 27 milhdes de casos incidentes de cancer e 17 milhdes de
mortes. O maior efeito desse aumento devera ocorrer nos paises de baixa e média
renda (FERLAY, 2012).

De um modo geral, a maior incidéncia € o de cancer de préstata, seguido pelo
de pulméo, traqueia e bronquio e o cancer de colon e reto se posiciona na terceira
posicdo quando o cancer de pele ndo-melanoma é excluido da lista (INCA, 2015).
Segundo a ultima estimativa mundial, o cancer de cdlon e reto configura-se como o
terceiro tipo de cancer mais comum entre os homens e o segundo nas mulheres,

sendo os principais indices nas regides mais desenvolvidas, porém a maioria das
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mortes por esse tipo de neoplasia acomete as regides subdesenvolvidas (FERLAY,
2012).

Céancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 diferentes tipos de
doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células anormais com

potencial invasivo, cuja origem se da por condicBes multifatoriais (INCA, 2014). As

células do corpo dividem-se somente quando sdo expostas a influéncias

extracelulares, tais como fatores de crescimento e horménios. Porém, as células
cancerosas nao respondem a esses comandos e perdem o controle sobre a divisdo
celular, dividindo-se continuamente, gerando grandes massas de células, o0s
chamados tumores (PRADO, 2014). O processo de carcinogénese € dividido em
quatro etapas: iniciacdo, promocao, progressao e manifestacao.

A etapa de iniciacdo € caracterizada por modificacbes irreversiveis e
permanentes do DNA celular. Na fase de promoc¢ao ocorre a expansao clonal de
células iniciadas, sendo esta etapa reversivel, desde que retirado o agente promotor.
Ja a etapa de progressdo tumoral, as células pré-neoplasicas se tornam invasivas,
podendo iniciar sua propagacdo para outros tecidos e Orgaos, processo este
chamado de metastase. Além disso, nessa etapa as células pré-neoplésicas ficam
mais expansivas, dada a elevada taxa de proliferacdo celular causada pela
crescente instabilidade gendmica. Essas alteracdes estruturais fornecem condicfes

bioldgicas para as manifestacfes clinicas do cancer (GRIFFITHS, 2008).

Existem tumores benignos e malignos. Os tumores benignos assemelham-se

ao tecido do qual eles se originaram, crescem de maneira lenta e sédo fixos. Esses
tumores ndo sado canceres, mas devem ser retirados, pois pelo aumento de volume,
podem afetar algum 6rgédo importante, como o cérebro. Ja os tumores malignos nao
se assemelham com seu tecido de origem (PRADO, 2014). As células malignas, na
maioria das vezes, apresentam estruturas irregulares, como nucleo de tamanho e
forma variaveis. Essas células expressam o gene para telomerase, enzima que
adiciona sequéncias especificas e repetitivas de DNA a extremidade 3’ dos
cromossomos onde se encontra o teléomero (extremidade do cromossomo). Desta
maneira, nao diminuem as extremidades de seus cromossomos apos cada
replicacdo do DNA, podendo gerar o tumor. Outra caracteristica de células

cancerosas € a capacidade de metastase. Células cancerosas apresentam alta taxa
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de diviséo celular, invasado de novos territorios celulares, altas taxas metabdlicas e
forma celular anormal, caracteristicas que as difere das células normais
(GRIFFITHS, 2008).

A maioria dos tipos de céncer € resultado da interacdo entre fatores
enddgenos e ambientais, sendo um dos mais notaveis a dieta (INCA, 2015). Os
fatores protetores mais importantes para o cancer de colon e reto sdo a atividade
fisica e o consumo de alimentos que contém fibra alimentar, tais como, frutas,
hortalicas, cereais integrais e derivados de leite. Por outro lado, os fatores de risco
para esse tipo de cancer sdao consumo exagerado de carne vermelha, carnes
processadas, gorduras saturadas, bebidas alcodlicas, tabagismo, obesidade e
sedentarismo (TOLOUDI, 2015).

Apesar de cerca de 75% dos canceres de célon e reto se darem de forma
esporadica, surgindo de mutacées somaticas e evolucdo do clone celular tumoral, a
histéria familiar de céancer colorretal, a predisposicdo genética ao desenvolvimento
de doencas cronicas do intestino e a idade avancada sdo considerados fatores de
risco endogenos (INCA, 2015).

Evidéncias indicam a desregulacdo da apoptose como uma das principais
causas ligadas ao desenvolvimento do cancer colorretal. A apoptose € observada
principalmente na regido superior das criptas coldnicas e a principal hipotese é que
esta regulacdo depende de um balanco complexo entre fatores indutores da
apoptose e fatores de sobrevivéncia celular. A inducédo da morte celular programada
pode também ser um mecanismo pelo qual os colondcitos, quando possuem danos
no DNA, possam ser eliminados. Desta forma, quando as taxas de proliferacéo
colénica sdo aumentadas e a apoptose € reduzida ou inativada, o risco de
perpetuacdo de danos no DNA e da incidéncia do cancer aumenta (CHAPKIN et al.,
2000).

Dentre os fatores que regulam positivamente a apoptose esta a familia BCL-2
(Linfoma de células B2), da qual faz parte o gene BAX, que € expresso
principalmente nas zonas superiores da cripta colénica e também, a citocina TGF-f3
(Fator de transformacdo do crescimento beta), a qual inibe a divisdo celular,
apresenta um gradiente em seu nivel de expressao génica, possuindo maior
expressao na regido superior e menor expressao na base da cripta, exercendo
importante controle no balanco entre apoptose e divisdo celular nas células
colbnicas (CHAPKIN et al, 2000).
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Além desses fatores, a mucosa colonica necessita de constante renovacgéo de
suas ceélulas devido ao intenso fluxo intestinal. Alteracdes nesse processo podem
levar a formacao de polipos que sdo lesdes benignas que podem crescer na parede
interna do intestino grosso. Os polipos podem desenvolver cancer colorretal por
meio de uma sequéncia denominada adenoma-carcinoma, resultante de uma
complexa interacdo entre genética e meio ambiente (SANTOS et al., 2013).

Os pélipos adenomatosos podem ter origem em pequenas lesdes conhecidas
como focos de criptas aberrantes (FCA) que sdo grupos de células que apresentam
alteracdes, como maior tamanho, aspecto mais corado, aberturas menos circulares e
com tendéncia a se apresentarem alongadas, elipticas ou tortuosas. Cada FCA
evolui de uma cripta alterada e podem ser observados e quantificados
microscopicamente, sendo o resultado dessa contagem um indicador da
carcinogénese de célon (GUPTA; SCHOEN, 2009). Os FCA encontram-se
presentes em individuos que possuem alta predisposicao a desenvolver cancer de
célon e sdo marcadores em estudos experimentais da referida neoplasia (MOURA et
al., 2012).

Bactérias também podem contribuir para a patogenicidade do cancer de
célon. A presenca de alteracdes na microbiota intestinal facilita o desenvolvimento
de processos inflamatérios, pode promover a ativacdo de componentes
carcinogénicos e a producdo de compostos mutagénicos, como os radicais livres
(ZHU et al., 2011). Por outro lado, uma microbiota saudavel contribui para o controle
da proliferacéo e diferenciacdo das células epiteliais, producao de acidos graxos de
cadeia curta, prevencdo da proliferagcdo de organismos patogénicos e estimulacao
da imunidade intestinal (DENIPOTE, TRINDADE, BURINI, 2010).

Alguns métodos sdo considerados meios de deteccao precoce do cancer de
cllon. A pesquisa de sangue oculto nas fezes e métodos endoscépicos séo,
respectivamente, capazes de diagnosticar e remover precursores do cancer de célon
e reto (chamados polipos adenomatosos colorretais), bem como tumores em
estagios bem iniciais. Sovich, Sartor e Misra (2015) realizaram uma avaliacdo global
da eficacia de tecnologias existentes para a deteccdo do cancer colorretal. Os
autores analisam meétodos sorologicos de triagem baseada em fezes, métodos
endoscopicos, radiolégicos e os recém-emergentes, como o Teste DNA Fecal,

Céapsula Endoscopica e Testes soroldgicos. Os autores concluiram que a
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colonoscopia continua sendo o padrdo ouro, porém outros testes mais recentes,
baseados em fezes, como DNA fecal, também apresentam boa sensibilidade.

O cancer de colon tem bom progndstico se a doenca for diagnosticada em
estagios iniciais; de acordo com o INCA (2014), a sobrevida, para o cancer de célon

e reto € aproximadamente de 55%.

3.2.1 Carcinogénese experimental

A inducéo de CC por carcind6genos quimicos € um modelo muito utilizado para
o estudo de Vvarios aspectos da patogénese, morfologia, prevencao e tratamento das
neoplasias. O principal mecanismo de acdo dos carcin0genos quimicos é a
formacdo de compostos covalentes com o DNA, fato que aumenta a probabilidade
de ocorrerem erros durante a replicacdo, podendo ainda inibir a atividade das
enzimas reparadoras (ZILIOTTO, 2008). Em estudos experimentais de cancer de
célon, os agentes carcinogénicos mais empregados em roedores sdo as drogas
azometilhidrazina (AOM) e dimetilhidrazina (DMH) (RODRIGUES et al., 2002).

A DMH é um carcin6geno quimico indireto, ou seja, precisa primeiro sofrer
modificacdes quimicas no organismo para entdo se tornar ativa. A ativacdo
metabdlica da DMH envolve sua oxida¢do no figado, originando o azometano que
sofre segunda oxidacdo, gerando o azoximetano. Este € hidroxilado por enzimas
microssomais hepaticas, resultando em metilazoximetanol, um composto
quimicamente instavel em temperatura corporal, que ap6s decomposicao, libera
formaldeido, agua, nitrogénio e um agente alquilante, o metildiazénio, que é capaz
de provocar metilacdo do DNA, RNA e outras proteinas. Esse composto interage
com as bases puricas dos acidos nucléicos, levando a alteracdo do genoma das
células alvo. O DMH atua principalmente no célon devido a intensa proliferacéo
celular nesse local e induz grande proliferacdo de tumores no célon. Sugere-se que
a DMH e seus metabdlitos hepaticos sao transportados até as células epiteliais do
cOlon via corrente sanguinea, secretados pela bile. Uma das alteracfes induzidas
pela DMH no c6lon sao os focos de criptas aberrantes (OGATA et al., 2010).

Caracteristicas dos FCA, como o numero de criptas nos focos, podem ser
usadas para quantificar a evolugcédo das alteracdes que ocorrem ao longo do tempo
no desenvolvimento do cancer de célon e para identificar alteragbes celulares e

moleculares que levam ao desenvolvimento do tumor (RODRIGUES et al., 2002).
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Na mucosa do coélon de animais tratados com carcinGgenos quimicos as
criptas aberrantes sdo revestidas por células epiteliais com diferentes graus de
maturacdo celular e displasia. A analise de FCA é fundamental para se investigar
alteracbes moleculares muito precoces na carcinogénese do colon (STEVENS,
2007). Além disso, foi observado que os FCA apresentam mudancas no padrdo de
atividade enzimatica, com reducdo das taxas da hexosaminidase e da producéo de
mucinas, fenbmeno associado ao grau de displasia e multiplicidade das criptas

(FEMIA et al., 2004). A Figura 2 demonstra a diferenca de uma mucosa de cdlon

saudavel e outra apresentando FCA.

Figura 2. Mucosa de colon saudavel (A) e mucosa de cdllon apresentando Varios
FCAs (B).

Varios aspectos influenciam o nimero de FCA em um modelo experimental.
Entre estes estdo 0 sexo, idade e raca dos animais, regido do célon examinada,
tempo de progressdo da lesdo e frequéncia da exposicdo ao carcinogénico. De
modo geral, ratos machos, de idade mais avancada sdo mais suscetiveis a
desenvolver FCA, que geralmente acometem as regifes mais distais do célon (BIRD
e GOOD, 2000).

3.3 Prebidticos e seus efeitos no organismo

Prebibticos sao ingredientes alimentares nao digeriveis pelo organismo
humano que resultam em beneficios pela estimulacdo seletiva do crescimento e/ou
ativacdo do metabolismo de bactérias benéficas, chamadas de probidticas, além de
impedirem o desenvolvimento de bactérias patdgenas, garantindo beneficios

adicionais a saude do hospedeiro (SAAD, 2006). Os prebidticos atuam mais
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frequentemente no intestino grosso, porém também podem ter impacto sobre os
microrganismos do intestino delgado (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002).

Os prebioticos sdo carboidratos complexos, considerados fibras, resistentes
as acOes das enzimas secretadas pelo TGI, ndo sendo digeridas e absorvidas no
TGI superior. No intestino grosso, os prebidticos sdo fermentados por bactérias
anaerodbicas do cdlon, levando a producédo de &cido latico, 4cidos graxos de cadeia
curta (AGCC), principalmente acido acético, propidnico e butirico, e gases, como
diéxido de carbono e hidrogénio. Consequentemente, ocorre diminuicdo do pH do
limen e estimulacao da proliferacéo de células epiteliais do célon (SAAD, 2006).

A reducdo do pH, por acdo dos AGCC, promove o aumento de bactérias
benéficas, como Lactobacillus e Bifidobacterium spp. por serem resistentes em meio
acido, ao passo que as bactérias patogénicas, como Escherichia coli e Salmonella
spp, sensiveis a acidez, tem seu numero reduzido. Além disso, as bactérias
benéficas (bifidobactérias) produzem e secretam bacteriocinas que exercem efeito
antibacteriano nos microorganismos patogénicos (RODRIGUEZ-CABEZAS et al.,
2010).

Dentre os compostos com fungdo prebidtica, tem-se os frutanos, os
galactoligossacarideos (GOS), amido resistente e beta-glucanos. Frutano € o termo
empregado para descrever todos os oligo ou polissacarideos ndo digeriveis, de
origem vegetal, sendo 0s polissacarideos n&o-estruturais mais abundantes na
natureza, depois do amido. Os frutanos sédo carboidratos em gue uma ou mais
ligacBes frutosil-frutose predominam dentre as ligacdes glicosidicas. Estdo presentes
em muitos vegetais e em algumas bactérias e fungos (SAAD, 2006).

Os frutanos podem ser classificados de acordo com sua estrutura, em trés
grupos: inulinas, levanos e graminanos que sédo baseados nos compostos 1-cestose,
6-cestose e neocestose, respectivamente, presentes em sua estrutura quimica
(SILVA; CANDIDO, 2004).

Os frutanos do tipo inulina subdividem-se em 2 grupos gerais: grupo da
inulina e seus produtos relacionados e grupo da oligofrutose e frutooligossacarideos
(FOS). De modo geral, os compostos desses dois grupos sao muito semelhantes
guimicamente, diferindo apenas no grau de polimerizacdo, ou seja, 0 numero de
unidades de monossacarideos que compdem a molécula. De modo que a inulina é
constituida de subunidades de frutose (2 a 150), ligadas entre si a uma glicose

terminal, apresentando um grau meédio de polimerizacao de 10 ou mais unidades. Ja

30



0os FOS séao inulina com grau de polimerizagéo inferior a 10 (SAAD, 2006). Na Figura
3 tem-se a estrutura de uma molécula de inulina que permite verificar o ponto de

elongacédo que determina o grau de polimerizacédo da cadeia.

OH you.cC

Figura 3. Estrutura de uma inulina. n= ponto de elongacado da cadeia. Fonte:
Adaptado de: QUINTEROS, 2000.

Os FOS consistem de moléculas de sacarose, compostas de duas ou trés
subunidades de frutose adicionais, acrescentadas enzimaticamente, através de
ligacao B (2—1) a subunidade frutose da sacarose. Sao obtidos a partir da hidrélise
da inulina pela enzima inulase. Na indUstria sdo sintetizados a partir da sacarose por
acdo da enzima frutosiltransferase. Estdo naturalmente presentes em alimentos
como cebola, alho, tomate, banana, cevada, aveia, trigo, mel, cerveja e na yacon
(DAVIDSON; CARVALHO, 2007).

Os frutanos séo preferencialmente fermentados por bifidobactérias em
relacdo a outras fontes de carboidratos, como o amido, pectina ou a polidextrose. A
alta especificidade dos FOS como substratos para bifidobactérias € decorrente da
atividade das enzimas B-frutosidases (inulinases) associadas a células especificas.
Essa enzima hidrolisa mondmeros de frutose da extremidade n&o-redutora da
cadeia de frutanos ou de determinados acglcares em que o residuo de frutose ocorre
na posigao B (2-1) (BIEDRZYCKA; BIELECKA, 2004).

Assim como ocorre com outros carboidratos nao-digeriveis, os prebidticos
exercem um efeito osmético no TGI, enquanto ndo sdo fermentados. Quando

fermentados pela microbiota endégena eles aumentam a producdo de gas, podendo
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acarretar em diarréia, devido ao efeito osmotico. Porém, a tolerancia de doses
baixas de prebidticos € geralmente excelente (SAAD, 2006).

Sao descritos na literatura muitos efeitos benéficos ao organismo
ocasionados pelos AGCC, formados durante a fermentacdo dos prebidticos,
principalmente butirato, acetato e propionato. O acetato estimula a proliferacdo de
células normais das criptas intestinais, aumenta a motilidade ileal, aumenta o fluxo
sanguineo do coélon e desempenha um papel na adipogénese e sistema
imunologico, uma vez que interage com o receptor acoplado a proteina G do tecido
adiposo e células imunitarias. Além disso, demonstrou-se que o acetato reduz niveis
de fator de necrose tumoral (TNF), IL-6 e NF-kB e, ao mesmo tempo, aumenta a
producdo de anticorpos do sangue periférico em varios tecidos diferentes
(TEDELIND et al., 2007).

Em relagdo ao propionato foi demonstrado, em estudos com animais e
humanos, que esse acido graxo apresenta capacidade de reduzir a ingestdo de
alimentos e aumenta a saciedade através do aumento do horménio da saciedade, a
leptina, pela ativacdo dos genes GPCR 43, 41 (AL-LAHHAM et al., 2010). Além
disso, o propionato pode ser fator protetor contra a carcinogénese, pois reduz o
crescimento e diferenciacdo de células de cancer de cdlon via hiperacetilagcdo de
proteinas histonas e estimulacdo da apoptose. Também, o propionato inibe a
producdo de citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a e de fatores de transcrigao
génica, como NF-kB, em varios tecidos (ZAPOLSKA-DOWNAR; NARUSZEWICZ,
2009).

Entre os AGCC, o butirato tem sido o mais extensivamente estudado quanto a
sua acao no CC. Esse composto exibe forte propriedade anti-inflamatéria, atuando
na inibicdo da producdo de TNF-a, a ativacdo de NF-kB, IL-8, IL-10 e IL-12
(BAILON, 2010). Além disso, promove diferenciacdo de células (KILNER, 2012),
suprime a inflamacéo do célon (WOLEVER et al., 2002), leva a interrupgéo do ciclo
celular e promove a apoptose em células cancerigenas do célon (GANAPATHY,
2013).

O consumo de prebidticos esta relacionado a muitos beneficios ao organismo,
dentre eles atuagéo na biodisponibilidade de minerais. Lobo e colaboradores (2011)
realizaram um estudo para verificar a atuacdo dos FOS de yacon sobre a
biodisponibilidade de ferro em ratos com anemia induzida. Os autores encontraram

que a inulina aumentou a fermentagcdo no ceco e a biodisponibilidade de ferro,
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porém nos animais que receberam FOS da farinha de yacon, esses resultados foram
intensificados.

Também Bryk e colaboradores (2015) avaliaram o efeito de uma mistura de
GOS/FOS na absorcéao de calcio, magnésio e fésforo em ratos em crescimento com
desnutricdo protéica e encontraram maior absorcdo desses minerais nos animais
que consumiram o0s prebidticos, mesmo naqueles com desnutricdo protéica.

Os prebidticos também possuem atuacdo positiva sobre a funcéo
imunologica. Vaz Tostes e colaboradores (2014) avaliaram o efeito da farinha de
yacon, na dose de 0,14g/FOS/kg/dia durante 18 semanas, no estado nutricional de
ferro e zinco e biomarcadores de resposta imune em criangas pré-escolares. Ao fim
do estudo, ndo foi encontrado alteracbes nos valores plasmaticos de ferro e
plasmaticos e eritrocitario de zinco, porém, a ingestdo yacon aumentou oS niveis
seéricos de IL-4 e slgA fecal.

Delgado e colaboradores (2012) também avaliaram a atuacdo do FOS
derivados de yacon, sobre parametros imunolégicos. Ratos BALB/c foram
alimentados com a dieta AIN-93 suplementada com 5% de FOS comercial ou 3% e
5% FOS, derivado do yacon, durante 30 dias. Como resultado, a ingestdo de FOS
levou a uma reducao significativa da citocina pro-inflamatoria IL-13 em culturas de
macrofagos e elevacédo dos niveis de IgA fecal, melhorando, portanto, a imunidade
da mucosa.

Genta e colaboradores (2009) realizaram um estudo com mulheres pré-
menopausicas obesas com o objetivo de avaliar os efeitos a saude e a tolerancia de
xarope de yacon em duas doses, 0,299 e 0,14g/FOS/kg/dia. Os autores
encontraram, ao fim de 120 dias que o consumo diario recomendado de xarope de
yacon sem efeitos gastrointestinais indesejaveis é de 0,14g/FOS/kg, e que o
consumo diario desse produto produziu uma reducédo significativa no peso corporal,
circunferéncia da cintura e indice de massa corporal.

Cani e colaboradores (2006) avaliaram o efeito anti-diabético da oligofrutose
em ratos diabéticos recebendo ou néo alta quantidade de gordura e/ou oligofrutose
durante 4 semanas, na presenca ou auséncia do antagonista do receptor de GLP-1.
Houve melhoria na tolerancia a glicose, glicemia de jejum, secrecdo de insulina
estimulada por glicose e producdo hepatica de glicose e insulina sensivel ao ganho
de peso corporal, porém todos esses efeitos benéficos ocorrem apenas na presenca
do receptor de GLP-1.
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Hsu e colaboradores (2004) encontraram que tanto o consumo de XOS
qguanto de FOS, por 35 dias, em ratos Sprague-Dawley, diminuiu acentuadamente o
pH do ceco, a concentracéo de triglicerideos no soro, aumentou a populacéo total de
bifidobactérias cecal, porém XOS teve um efeito maior sobre a populacédo bacteriana
do que FOS. Além disso, XOS e FOS reduziram acentuadamente o niumero de focos
de criptas aberrantes no célon de ratos tratados com DMH.

Além disso, o FOS estimula o crescimento e o desenvolvimento de
probiéticos, como os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium. Esses microrganismos
sd0 0s que mais mostraram efeitos positivos na prevencdo de cancer de célon em
estudos in vivo e in vitro. Em comparacdo aos microrganismos anaerébios no
intestino, estes apresentam baixa atividade de enzimas como a B-glucuronidase,
azoredutase e nitrato-redutase, enzimas estas envolvidas na formacdo de agentes
genotdxicos. Dessa forma, essas bactérias quando colonizam o c6lon promovem
uma acao diminuida desses agentes nocivos, aumentando a excrecdo de
xenobidticos conjugados (GUPTA; GARG, 2009).

A ingestdo de prebidticos pode também agir aumentando a atividade das
enzimas de detoxificacdo de cancerigenos, como o citocromo P450 e os niveis de
glutationa-S-transferase, enzimas envolvidas no metabolismo de compostos
eletrofilicos e os associados ao “stress” oxidativo (PRETER, 2008; JOHNSON,
2002).

Além dos efeitos citados, o0s prebidticos tem acdo antimicrobiana e
antifangica, reducdo de uremia, efeito hipocolesterolemiante, dentre outros (ROSSI
et al., 2010). Todos esses beneficios estdo relacionados a fermentacdo dos
prebiodticos por acdo das bifidobactérias (CILLA et al., 2012; GUSSO et al., 2015).
Além disso, nesse processo, alguns nutrientes sdo formados como vitamina K,
vitamina B12, tiamina e riboflavina (BEYER, 2005).

A administracdo de prebidticos, principalmente FOS e inulina, é uma
alternativa potencialmente benéfica, dada a capacidade desses compostos bioativos
na modulacdo da microbiota intestinal, atuando beneficamente em muitos disturbios
qgue afetam o TGI, dentre eles, o CC. Desse modo, novas fontes alimentares desses
prebioticos tém sido investigadas, uma vez que séo restritas, incluindo, dentre essas
fontes, o yacon (Smallanthus sonchifolius) (MACPHERSON; HARRIS, 2004;
SANTANA; CARDOSO, 2008).
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3.4 Yacon (Smallanthus sonchifolius)

A yacon, cientificamente conhecida como Smallanthus sonchifolius, € uma
raiz tuberosa, oriunda da regido Andina, na América do Sul. Pertence a familia
Asteraceae ou Compositae. No Brasil, a yacon foi introduzida no inicio dos anos 90
no estado de Sao Paulo, na regido de Capdo Bonito, pelos japoneses, que
utilizavam as raizes frescas ou desidratadas para o tratamento contra
hipercolesterolemia e diabetes. A raiz tuberosa produzida pela planta tem aparéncia
de batata doce e sabor adocicado, com polpa levemente amarelada, crocante e
aquosa (SANTANA; CARDOSO, 2008).

A yacon é consumida preferencialmente in natura, porém pode ser cozido ou
desidratado na forma de chips ou farinha, sendo esta ultima maneira eficaz para
concentrar 0os constituintes nutricionais (MOSCATTO et al., 2004). O percentual de
agua das raizes situa-se em torno de 83 a 90% do peso fresco, o que as torna um
alimento de baixo valor energético (1,5 kcal/g) (LACHMAN et al., 2004). Porém,
devido a essa grande umidade, a yacon tem vida util reduzida em condi¢ces
ambientais, cerca de 7 dias (SANTANA; CARDOSO, 2008).

Em relacdo a sua composicao, as raizes contém entre 10 e 14% de matéria
seca, sendo esta composta por aproximadamente 90% de carboidratos. A
composic¢éo glicidica € variavel em decorréncia de fatores como o cultivo, a época
de cultivo e a colheita, o tempo e a temperatura na pés-colheita. Entre 0os aclUcares
encontrados estdo 0os monossacarideos frutose e glicose, e os oligossacarideos
sacarose e frutooligossacarideos (FOS), além de tracos de amido e inulina.
Enquanto que a maioria de tubérculos e raizes armazenam o amido, como
carboidrato, a yacon armazena essencialmente FOS (SANTANA E CARDOSO,
2008).

Apesar da proporcdo média de cada acUcar ser variavel, em base seca,
encontra-se em torno de 40 a 70% de FOS, 5 a 15% de sacarose, 5 a 15% de
frutose e menos de 5% de glicose. O conteudo de proteinas, lipidios, vitaminas e
minerais das raizes € muito baixo, sendo, respectivamente, potassio e &cido
ascorbico, o mineral e a vitamina encontrados em maior concentracdo. Em

comparacdo a outras raizes e tubérculos, as raizes do yacon possuem elevada
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quantidade de compostos fendlicos, principalmente &cido clorogénico. Ainda, sédo
encontrados outros acidos, como acido ferulico e acido caféico, tanto nas folhas
como nas raizes tuberosas de yacon (SANTANA; CARDOSO, 2008).

Logo apos a colheita das raizes de yacon, ocorre uma rapida mudanca na
composicdo quimica dos agucares. Nesse processo, 0s agucares polimerizados
tendem a se despolimerizar com o tempo pdés-colheita, dessa forma, os FOS séo
hidrolisados em acuUcares simples pela acdo da enzima frutano hidrolase, que os
converte em frutose, sacarose e glicose. Porém, a velocidade desta converséao é
mais lenta se o yacon for armazenado em temperaturas de refrigeracao (GRAEFE et
al., 2004; SANTANA; CARDOSO, 2008).

Os FOS séo acucares ndo-redutores, o que ndo os torna suscetiveis a reacao
de Maillard. Quanto a estabilidade, estes compostos sdo estaveis a valores de pH
superiores a 3 e temperaturas de até 140°C. Desse modo, os FOS nao sao
degradados na maioria dos processos térmicos das industrias de alimentos
(MOURA, 2004).

O yacon contém quantidade apreciavel da enzima fenol oxidase que catalisa
a oxigenacdo de compostos fendlicos a quinonas que, apos polimerizagéo,
apresentam pigmentos marrons ou pretos, resultantes da oxidagdo enzimética. Esta
oxidacdo ocorre em presenca de oxigénio livre, escurecendo rapidamente a
superficie recém cortada das raizes de yacon, depreciando sua aparéncia e a de
seus produtos (VALENTOVA et al., 2003). O controle do escurecimento enzimético é
geralmente limitado a inibicho das enzimas polifenoloxidase e peroxidase,
responsaveis pela reacdo de escurecimento (CABELLO, 2005). Entre os métodos
propostos para a prevencao da oxidacao, estdo a desidratacdo, o armazenamento a
baixas temperaturas, o tratamento térmico, a utilizacdo de antioxidantes, a
eliminacdo do oxigénio do meio (por meio de vacuo), entre outros (LUPETTI et al.,
2005).

O yacon é considerado um alimento funcional devido a grande quantidade de
FOS presente, o que |Ihe confere baixa digestibilidade pelas enzimas do TGl
humano, e um estimulo seletivo do crescimento e atividade de bactérias intestinais
benéficas a saude que irdo produzir os AGCC, substancias que conferem muitos
beneficios ao organismo, dentre elas, acdo benéfica sobre a carcinogénese
(GUIGOZ et al., 2002).
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3.5 Yacon como fonte de FOS e sua relagdo com o cancer colorretal

A inulina, a oligofrutose e os FOS, por ndao serem metabolizados no TGI
superior, chegam intactos ao colon, onde passam por fermentacdo bacteriana,
formando os AGCC. Os AGCC séao rapidamente absorvidos (90 a 95%) e com
excecao do butirato, alcangcam a circulagcdo portal, sendo metabolizados no figado.
O butirato, por sua vez, tem sido reconhecido como a principal fonte de energia para
a mucosa colbnica, atuando na proliferacdo e na regulacdo da diferenciacéo e da
apoptose dos colondcitos. Apesar de todos os AGCC terem a capacidade de reduzir
o pH do cdélon, o butirato é o que tem maior destaque reducdo do risco do
desenvolvimento do céncer de célon, devido aos seus multiplos efeitos na
diferenciacdo celular e por ser utilizado como fonte de energia primaria para os
colondcitos (NKONDJOCK et al., 2003).

Embora os mecanismos néo estejam ainda totalmente elucidados, estudos
também apontam que o butirato é um quimiopreventivo em CC em virtude dos
mecanismos de acdo na modulacdo da expressdo de genes, devido a sua acdo nas
histonas desacetilases (HDAC), levando a mudancas no padrdo de acetilacdo das
histonas. As histonas acetiltransferases (HAT) e as HDAC controlam o processo de
acetilacdo e desacetilacdo do DNA, se ocorre um desequilibrio nesses processos
em regibes promotoras, pode-se acarretar na desregulacdo da expressdo génica
levando a carcinogénese. O butirato de sodio € considerado um inibidor das
histonas desacetilases (iIHDAC), resultando em um hiperacetilacdo relativa de
proteinas histonas centrais H3 e H4. Os iHDAC sao considerados uma classe de
agentes anti-tumorais que mostram efeitos benéficos na proliferacdo celular,
apoptose, diferenciacdo celular e angiogénese tumoral. O butirato € capaz de
provocar apoptose em células cancerigenas e atuar na diferenciacdo e parada do
ciclo celular (RAJENDRAN et al., 2011).

O butirato também pode promover a modulacdo da expressdo da glutationa
S-transferase (GST). Esta enzima exerce papel fundamental na detoxificacdo de
cancerigenos e compostos associados ao estresse oxidativo. Além disso, o butirato
esta associado com o aumento no numero de células caliciformes nas criptas
intestinais aumentando assim, a secre¢cao de mucinas para a prote¢cdo da mucosa
do célon (MOURA et al., 2012).
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Outro possivel mecanismo ao qual o butirato atua na reducdo do risco de
desenvolvimento do cancer de coOlon é a inducdo da apoptose em células
cancerosas do célon (IACOMINO et al., 2001). A apoptose € um processo de morte
celular regulado por vias celulares especificas e o funcionamento incorreto desse
processo contribui para o desenvolvimento de inUmeras doencgas, dentre elas, 0
cancer de colon (CHEN et al.,2002). Alguns estudos mostraram que 0 processo de
apoptose induzido pelo butirato seria mediado pelo aumento da atividade de uma
cisteina protease, a caspase-3, ja outros estudos apontam que esse processo pode
ocorrer por meio da indugédo da atividade de enzimas reguladoras do ciclo celular
(TURNER et al., 2002; RAMOS et al., 2002).

Outro mecanismo pelo qual o butirato reduz a proliferacdo celular é sua
capacidade de induzir a diferenciacéo e ainda levar a apoptose celular, modulando a
expressdo de alguns genes do ciclo celular (GASCHOTT et al.,, 2001). Este é
regulado pela interagdo de ciclinas com quinases-dependentes de ciclinas (cdks).
Quando estas sdo ativadas, levam a progressao do ciclo celular. Varios genes
reguladores do ciclo celular tiveram suas expressdes aumentadas com tratamento in
vitro com butirato, como p16™K*A, p19NK4P noq CPWaL K57 @ n14/15 (IACOMINO et
al., 2001, CHEN et al.,2002).

O butirato apresenta ainda propriedade anti-invasiva e capacidade para
induzir os genes supressores de metastases, bem como regular negativamente
genes promotores de metastases. Além de reduzir o nivel de c-Src, quinase de
adesao focal (FAK) e metaloproteinases da matriz (MMP-2, MMP-9), enzimas
relacionadas com a invasividade tumoral. Os efeitos inibidores de butirato na
malignidade do tumor e na metastase podem ser mediados por diversos
mecanismos, ainda ndo completamente elucidados (HOFMANOVA et al., 2013).

No estudo de Hinnebusch e colaboradores (2002), procurou-se determinar os
efeitos de variedades de AGCC no crescimento, diferenciacéo e apoptose de células
de carcinoma de colon. Para isso, células HT-29 ou HCT-116 foram tratadas com
concentracoes fisiologicamente relevantes de diversos AGCC e avaliou-se o estado
de acetilacdo de histonas, crescimento e efeitos apoptéticos e de diferenciacdo. O
propionato e o valerato interromperam o crescimento e a diferenciacdo em células
de carcinoma de colon humano, porém o butirato teve esses efeitos mais
acentuados. O butirato também aumentou significativamente a apoptose e

interrompeu o crescimento das ceélulas tumorais. O acetato ndo causou a
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hiperacetilacdo de histonas e também ndo teve efeitos apreciaveis sobre o
crescimento celular ou diferenciagao.

Carraro e colaboradores (1993) avaliaram o efeito do butirato de so6dio em
ratos com CC, induzido por DMH. Os autores verificaram que a suplementacdo com
butirato de sédio a 2% néo alterou o numero de tumores formados. Peluzio e
colaboradores (2000) avaliaram os efeitos do butirato no CC experimental, por meio
da quantificacdo dos FCA, em ratos Wistar tratados com DMH que receberam
durante 30 dias butirato de sodio ad libitum, em substituicio a agua. Apos 17
semanas, encontraram reducao significativa nos FCA total no grupo que recebeu
butirato, principalmente no segmento médio.

Apesar de muitos estudos mostrarem os efeitos benéficos do butirato sobre o
CC, poucos deles utilizaram alimentos, como fonte de FOS, no tratamento do CC.
Lobo e colaboradores (2007) analisaram a morfologia da mucosa do ceco em 24
ratos Wistar machos e adultos. Oito desses animais receberam dieta controle (AIN-
93), outros oito receberam dieta suplementada com 5% de FOS, derivado da farinha
de yacon, e o restante do grupo, 7% de FOS na dieta. Apos os 27 dias, a histologia
do cecal alterou sensivelmente em ratos alimentados com farinha yacon, houve
aumento na profundidade e numero de criptas totais e bifurcadas, indicando os
efeitos benéficos da fermentacdo do FOS sobre a mucosa intestinal.

Moura e colaboradores (2012) tiveram como objetivo, no seu estudo,
determinar a atividade quimioprotetora da ingestdo de yacon sobre o
desenvolvimento de focos de criptas aberrantes (FCA), consideradas lesbes pré-
neoplasicas, induzidas por dimetilhidrazina (DMH) em ratos Wistar machos. Os
animais foram divididos em grupos e cada grupo recebeu concentracfes diferentes
de extrato de yacon e um dos grupos recebeu o probiético Lactobacilus casei. Como
resultado, apds 20 semanas de intervencdo, verificou-se reducdo no numero,
multiplicidade de FCA, numero de adenocarcinomas invasivos e taxa de proliferacéo
celular tanto em criptas colénicas como em tumores, nos grupos tratados com 1%
yacon e no grupo que recebeu adicionalmente o probiotico. Este ultimo grupo, alias,
também teve reducdo na multiplicidade de tumores invasivos e n&ao invasivos.

Mas além dos efeitos benéficos decorrentes dos produtos da fermentacéo, a
ingestao de fibras aumenta o bolo fecal, que diminui o tempo de transito intestinal,
reduzindo a acdo de substancias carcinogénicas, processo esse intensificado pela

diluicho da concentracdo destas substancias carcinogénicas no intestino. Além
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disso, as fibras podem alterar o metabolismo energético dos colondcitos, reduzir a
sintese de &cidos biliares secundarios e impedir que esses se conjuguem a outras
substéancias, o que pode gerar possiveis agentes carcinogénicos (HILL, 2003).

Estudos com humanos que investigaram os efeitos do FOS na neoplasia de
colon sdo raros. Buarigo e colaboradores (2007) compararam pacientes com
diagnostico de neoplasias hematoldgicas malignas, submetidos a altas doses de
quimioterapia e distribuidos em um grupo controle, que recebeu maltodextrina e
outro grupo tratado com FOS. Encontraram valores de proteina C reativa maiores no
grupo controle em relagdo ao grupo que recebeu FOS, indicando efeito benéfico
deste nos processos inflamatérios e na demanda metabdlica.

Ishikawa e colaboradores (2005) avaliaram a administracdo de fibras e
probiéticos do tipo Lactobacillus casei na prevencao de CC em populagcédo com risco
de desenvolvimento de lesdes intestinais, apdés remocdo de pelo menos dois
adenomas. Nao foi encontrada diferenca significativa no desenvolvimento de novas
lesbes de célon entre 2 e 4 anos, porém, apds 4 anos, a ocorréncia de lesdes de
moderada e elevada intensidade foi significativamente menor no grupo que recebeu
Lactobacillus casei, fato que diminuiu as chances de progresséo para um cancer de
colon.

Dessa maneira, a utilizacdo de prebidticos, especialmente o FOS, pode
proporcionar muitos beneficios, tanto em condicdes fisioldégicas quanto patoldgicas,
como no cancer colorretal. No entanto, pouco € conhecido sobre a acao de fontes de
FOS, como o yacon, sendo importante o estudo dos seus efeitos e mecanismos de

acgao no organismo.
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4 MATERIAIS E METODOS

O estudo experimental com animais foi conduzido no Laboratério de Nutricdo
Experimental e Fisiologia Humana, do Departamento de Farmacia e Nutricdo. As
andlises histolégicas qualitativas, analises da excrecdo de lactulose e manitol
urinarios e processamento do yacon, foram realizadas, respectivamente, no
Laboratério de Patologia Animal, do Departamento de Medicina Veterinaria,
Laboratério de Analises Analiticas, do Departamento de Quimica e Laboratorio de
Operacgdes Unitarias, do Departamento de Engenharia de Alimentos. Todos o0s
laboratérios localizados no Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal do

Espirito Santo.

4.1 Animais

Foram utilizados 46 ratos machos Wistar adultos, com aproximadamente 4
semanas de idade e peso de 207+ 5g, provenientes do Biotério Central da UFES. Os
animais foram mantidos inicialmente em gaiolas de polietileno durante o periodo de
13 semanas e posteriormente, transferidos para gaiolas aramadas de aco inoxidavel
individuais, onde foram mantidos por um periodo de 8 semanas, totalizando as 21
semanas de estudo. Durante todo experimento, os animais foram mantidos em
temperatura ambiente de 22+2°C e a iluminacéo controlada para o fotoperiodo de 12
horas claro e 12 horas escuro e receberam agua ad libitum. O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFES (CEUA), protocolo n° 004/2014
(Anexo 1).

4.2 Delineamento experimental

Dos 46 animais do estudo, 20 foram mantidos saudaveis e 26 animais
receberam a indugéo do CC, por meio de uma dose semanal de 25mg/kg de peso
da droga 1,2-dimetilhidrazina (DMH- Sigma®), por via subcutanea, durante as 5
semanas iniciais do estudo. Nas 8 semanas subsequentes foi dado um intervalo
para o desenvolvimento do CC. A DMH foi preparada imediatamente antes do uso,

dissolvida em NaCl 0,9%, contendo 15% de EDTA como veiculo e o pH ajustado
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para 6,5, na proporcdo de 1:1 (DMH:salina), conforme método utilizado por
Rodrigues e colaboradores (2002).

Ao final do periodo de inducdo tumoral, ou seja, na 132 semana do
experimento, dois animais submetidos a inducéo do CC foram eutanasiados e seus
intestinos coletados e analisados conforme BIRD, 1987, que confirmou a formacao
de FCA.

Os demais 24 animais com inducéo de CC foram divididos nos grupos C e CY
e 0s 20 animais sem inducdo de CC foram divididos entre os grupos S e Y, conforme

descrito abaixo:

I. Grupo S: grupo sem inducao de cancer de célon e sem farinha de yacon; n=10

II. Grupo C: grupo com inducao de cancer de célon e sem farinha de yacon; n=12

[ll. Grupo Y: grupo sem inducéo de cancer de célon e com farinha de yacon; n=10
IV. Grupo CY: grupo com inducdo de cancer de célon e com farinha de yacon; n=12.

Todos os animais receberam ragdo comercial (marca In Vivo®), durante as 13
semanas iniciais, independente da inducdo do cancer. Nas 8 semanas seguintes, 0s
animais dos grupos S e C receberam dieta AIN-93M e os grupos Y e CY passaram a
receber farinha de yacon adicionada a dieta AIN-93M, em quantidade suficiente para
fornecer 7,5% de FOS, de acordo com Lobo e colaboradores (2011).

Os ratos foram monitorados diariamente em relacdo a ingestdo alimentar e
hidrica e eventuais intercorréncias, como diarréia. Semanalmente foi monitorado o
peso corporal. Ao final das 8 semanas de tratamento (212 semana do experimento),
os ratos foram anestesiados por meio da administracdo intraperitoneal de
0,2mL/100g peso corporal de solugdo anestésica contendo 3,75% cetamina, 2,5%
xilazina e 3,75% de solucéo salina. Em seguida, o sangue foi coletado por puncgéo
cardiaca, sendo distribuido em tubos heparinizados e tubos secos, afim de se
coletar o plasma e o sangue total dos animais, respectivamente.

O intestino dos animais, utilizado para analise histologica qualitativa, foi
recolhido nos dias de eutanasia, de acordo com a metodologia descrita
posteriormente.

Para andlise da permeabilidade intestinal, os animais foram mantidos em
gaiolas metabdlicas, na ultima semana de intervencgéo, para coleta da urina durante

24 horas. O delineamento do estudo encontra-se na Figura 4.

42



Grupo sem Grupo com
indugao de CC inducdo de CC
n=20 n=24

Administracao de
DMH por 5

semanas. Ragéo

padrao comercial.

Ragdo padrao
comercial por 13 l/
semanas.

Intervalo de 8
semanas para

desenvolvimento do
cancer. Racao

padrao comercial.

Grupo S Grupo Y Grupo C Grupo CY
n=10 n=10 n=12 n=12
Tratamento com Tratamento com Tratamento com Tratamento com
dieta AIN-93M por dieta AIN-93M por dieta AIN-93M por dieta AIN-93M por
8 semanas. 8 semanas. 8 semanas. 8 semanas.
> Coleta de urina <
Eutanasia dos
animais
1
Coletados:
|
| | |
Sangue Contetdo coldnico Intestino
LPS, anion superéxido , L |_ Contagem de FCA e
dxido nitrico e Capacidade pH intralumial. anadlise histoldgica
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Figura 4. Delineamento experimental do estudo.
4.3 Protocolo de elaboracao da farinha de yacon

O Yacon foi adquirido diretamente de um produtor da cidade de Santa Maria
de Jetiba/ES. As raizes tuberosas foram pré-lavadas em agua corrente, sanitizadas

por imersdo em solugcdo de hipoclorito de sodio a 200 ppm por 15 minutos,
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descascadas com descascador doméstico e fatiadas em forma de laminas por meio
de processador. Apos, foram imersas em solucdo contendo 0,5% de acido citrico por
10 segundos, sendo entdo drenadas e encaminhadas para a secadora de bandejas
com circulacdo de ar marca Polidryer, a 60°C por 24 horas e posteriormente
trituradas em liquidificador para obtencéo da farinha (VAZ TOSTES et al, 2014). Ao
final do processo, a farinha foi armazenada em sacos plasticos de 2 a 5 kg a
temperatura de -10°C, em freezer comercial, marca Electrolux ®.

O contetdo de FOS da farinha de yacon foi determinado por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) no Centro de Raizes e Amidos Tropicais-CERAT,
Botucatu/SP. As analises de carboidratos, proteinas, lipidios, fibras, cinzas e
umidade da farinha de yacon foram determinadas de acordo com método AOAC
(1997). As analises foram realizadas em triplicata. Toda farinha utilizada no preparo
das dietas pertenceu ao mesmo lote de raizes de yacon. A composicdo da farinha

de yacon encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo da Farinha de yacon.

Componentes Quantidade (%)
Frutose 8,16
Glicose 3,76

Sacarose 7,25
FOS 52,20
Inulina 6,61
Fibras 10,68
Proteinas 4,52
Lipideos 0,33
Fibras 10,68
Umidade 5,92
Cinzas 2,94

4.4 Dietas experimentais

As dietas experimentais foram baseadas na dieta AIN93-M, segundo as

recomendacgdes do “American Institute of Nutrition” (REEVES et al, 1993).
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A dieta dos grupos Y e CY foi suplementada com 7,5% de FOS, provenientes
da farinha yacon (FY). Uma vez que esta continha 52,2% de FOS foi adicionada
14,37 g de FY/100 g de dieta. O conteudo de caseina, sacarose, amido e fibra da
dieta desses grupos experimentais foi ajustado, a fim que as dietas de todos os
grupos apresentassem as mesmas concentracoes de energia, carboidratos, lipidios,
proteinas e fibras. A composicdo das dietas experimentais estd apresentada na
Tabela 2. As dietas foram armazenadas em local refrigerado durante um periodo

maximo de quinze dias antes do consumo.

Tabela 2. Composicéo das dietas AIN-93M e AIN-93M suplementada com FY.

INGREDIENTES Grupos SeC Grupos Ye CY
(9/1009) AIN-93M AIN-93M + FY
Caseina 14,0 13,14
Amido Dextrinizado 15,5 15,5
Sacarose 10,0 7,24
Oleo de Soja 4,0 4,0
Fibra (celulose microfina) 5,0 0

Mix Minerais 3,5 3,5

Mix Vitaminico 1,0 1,0
L-Cistina 0,18 0,18
Bitartarato de Colina 0,25 0,25
Amido de milho 46,57 40.81
Farinha de yacon 0 14,37
Energia total (kcal) 380,28 356,37

S= grupo sem inducdo de cancer de célon e sem farinha de yacon; C= grupo com
inducdo de cancer de célon e sem farinha de yacon; Y= grupo sem inducdo de
cancer de coélon e com farinha de yacon; CY= grupo com inducéo de cancer de célon
e com farinha de yacon. FY= Farinha de Yacon.
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4.5 Consumo alimentar e alterag&o ponderal

O consumo alimentar foi avaliado semanalmente por meio da diferenca entre
peso da dieta ofertada e a sobra. O peso dos animais foi aferido semanalmente,
sempre no mesmo horéario do dia, em balanca semi-analitica (RADWAG®, modelo
WPT 6C/1).

Foi calculado o Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA), por meio do ganho
de peso do animal (g), subtraindo-se o peso inicial do final, dividido pelo consumo de

dieta em cada grupo experimental.

4.6 Andlise Histolbgica

O intestino grosso foi lavado com agua destilada, aberto longitudinalmente
pela banda contra mesentérica com a mucosa interna do intestino voltada para cima

e fixado em formol 10% por 24 horas.

4.6.1 Focos de Criptas Aberrantes

Apos fixagdo em formol, os intestinos foram medidos e divididos igualmente
em trés fragmentos: proximal, médio e distal, em relacdo ao ceco. Em seguida,
corados com solucdo de azul de metileno a 1%, por 1 minuto e lavados com solucéo
tampéo fosfato salina (PBS). A superficie da mucosa intestinal foi entdo observada
com o auxilio de um microscopio Optico com objetiva de 4X para a identificacdo dos
FCA, de acordo com Bird (1987).

A contagem de FCA foi feita por 2 observadores, independentes e treinados,
de forma cega por toda superficie de mucosa do intestino grosso, de maneira
adaptada ao método de Henriques e colaboradores (2009), sendo quantificados
separadamente focos com menos de trés criptas aberrantes (FCA<3) e focos com
mais de trés criptas aberrantes (FCA>3), sendo este ultimo indicativo de lesbes
neoplasicas mais avancadas. Além disso, avaliou-se a porcentagem de reducao dos
FCA totais e dos focos com mais de 3 criptas aberrantes ou com 3 ou menos criptas,
conforme Henriques (2004), da seguinte maneira:

- Calculou-se a porcentagem de FCA apresentada pelo grupo CY, em que se

considerou a mediana de FCA do grupo controle (C) como 100%.

46



Esse resultado foi subtraido de 100%, resultando na porcentagem de reducao
dos FCA dos grupos teste em relacdo ao grupo controle.

As imagens dos FCA foram digitalizadas com o uso do microscopio Optico
trinocular Prolab® B-350, com aumento de 4X, acoplado a camara digital Dyno-eye

com software de captura Dino Capture 2.0.

4.6.2 Histologia Qualitativa do Colon

Ap6s a contagem dos FCAs, o tecido de mucosa foi imerso em &lcool
amoniaco por 12 horas. Posteriormente, foi lavado em agua corrente, colocado em
cassetes e processado no histotécnico (OMA®), por 10 horas. Transcorrido esse
tempo, os intestinos foram incluidos em blocos de parafina e, a partir destes, foram
feitos cortes histolégicos com 5 pm de espessura que foram montados sobre uma
lamina e corado com hematoxilina-eosina (HE).

Posteriormente, foram realizadas capturas de imagens dos cortes histologicos
nas laminas, nas dimensdes de 1280X1024 pixels, utilizando a objetiva de 4X. Cada
captura correspondia a um campo microscopico. Realizaram-se 5 capturas de
imagens de cada segmento do colon (proximal, medial e distal), totalizando 15
campos microscopicos em cada lamina. Foram avaliados, por meio do programa
Dino Capture 2.0 e na grandeza de um, profundidade, diametro basal e apical de 3
criptas por campo, além da contagem manual do nimero total de criptas por campo
microscopico (LOBO et al., 2007; MARTINS, 2014). Essas imagens foram realizadas
em microscopio Optico trinocular Prolab® B-350, acoplado a caAmara digital Dyno-eye

com software de captura Dino Capture 2.0.
4.7 pH intraluminal do Col6n

Aposs remocao do intestino grosso dos animais, o contetdo luminal do ceco foi
retirado, pesado, diluido na propor¢éo 1:10 em solucéo salina e homogeneizado em

vortex. Posteriormente, realizou-se a leitura do pH por meio de pHmetro de bancada
(Kasvi®).
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4.8 Capacidade Antioxidante Total do Plasma

O plasma obtido pela centrifugacdo do sangue (3000g, 10 minutos, 4°C) foi
congelado a -80°C. A analise da capacidade antioxidante do plasma foi realizada por
meio de ensaio colorimétrico utilizando o kit comercial especifico “Antioxidant Assay
Kit", marca Cayman Chemical Companyl® que quantifica tanto compostos
antioxidantes hidrossoluveis quanto lipossoliveis. A leitura das amostras foi
efetuada em leitor de microplaca Thermo Scientific®, modelo Multiskan GO, em
comprimento de onda de 750 nm e os resultados foram expressos como milimolar

(mM) de Trolox equivalente (TE).

4.9Preparo do estimulo: Zimozan opsonizado

Para o preparo do estimulo imunoldgico, 40 mg de zimosan foi ressuspendido
em 40 mL de PBS e mantido em banho-maria por 30 minutos. Apds, centrifugou-se
a solucdo a 1500 rpm por 5 minutos a 25°C. O sobrenadante foi desprezado e o
precipitado foi ressuspendido em 40 mL de PBS. Apds nova centrifugacdo (1500
rom; 5 minutos; 25°C), a solugéo foi ressuspendida em 4 mL de soro de rato, o
volume completado para 20 mL com PBS e incubada a 37°C por 30 minutos em
banho-maria. Uma nova centrifugacéo foi realizada (2000 rpm, 5 minutos; 4°C) e o
sedimento foi lavado 1 vez em PBS gelado e centrifugado a 2000 rpm, 5 minutos;
4°C. A concentracdo foi ajustada para 7 mg/mL com hanks hepes e a solucéo
aliquotada em tubos resfriados que foram congelados a -80°C.

4.10 Isolamento de Neutréfilos

Apés a coleta do sangue em tubos seco, adicionou-se 0 mesmo volume,
correspondente ao de sangue, de PBS (tampéo fosfato salino) e centrifugou-se a
550 g a 22°C por 20 minutos. Depois da lavagem, removeu-se, cuidadosamente, o
plasma e a camada de células imunes mononucleares. Ao volume de papa contendo
hemacias e granulocitos, acrescentou-se a solucao de gelatina 2,5% em PBS a 37°C
em quantidade equivalente a 2 vezes o volume de células e incubou-se a 37°C
durante 30 min para sedimentar os eritrocitos. O sobrenadante, contendo

granuldcitos, foi recolhido em tubo novo e misturado com 1 volume de PBS na
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temperatura ambiente. Apds centrifugar (550 g a 22°C por 20 minutos), hovamente
ressuspendeu-se o sedimento em 1 volume de PBS e foi realizada outra
centrifugacéo para lavagem. Logo apds, as hemacias restantes foram lisadas com
cloreto de amonio durante 5 minutos a 37°C. Centrifugou-se a 200g a 4°C por 10
minutos, adicionou-se 30 mL de PBS e foi realizada nova centrifugagéo. Ao final,
adicionou-se Hanks Hepes contendo 0,1% de gelatina para ressuspender as células.
Em seguida, uma retirou-se uma aliquota para contagem de células em camara de
Neubauer e teste de viabilidade celular por exclusdo com Azul de Tripan. Por meio
da contagem, determinou-se a diluicdo necesséria para se obter uma concentracao

de 5x10° células/mL, conforme Lucisano e Mantorani (1984), com modificagdes.

4.11 Liberac&o de Anion Supero6xido

A liberacéio extracelular de anion superéxido (O%) foi medida pelo método de
reducdo do ferrocitocromo C, levando-se em conta apenas a reducédo inibivel pela
superéxido dismutase (SOD), conforme descrito por Johnston e Lehmeyer (1976),
com modificacdes. Brevemente, a reacao foi realizada em placa de cultura de tecido
de 96 pocos e iniciou-se pela incubacdo da suspensdo de 100 pL de neutroéfilos
isolados (5x10°cél/mL) com 10 pL de ferrocitocromo C (15 mg/mL) dissolvido em
meio Hank’s hepes gelatina (0,1 g/mL). Em seguida, 40 pL de imunocomplexo
zimosan opsonizado e 100 yuL Hanks hepes foram adicionados separadamente. Nos
controles do experimento foram acrescentados 10 uL de (SOD) (1500ug/mL) para
inibir a producdo de anion superdxido e garantir a especificidade do experimento.
Nos demais pocgos foram adicionados 10 yLde Hanks hepes, totalizando um volume
final de 260 puL de solucdo em cada poco. A mistura de reacédo foi incubada por 60
minutos a 37°C, em uma atmosfera saturada de vapor de agua, sem agitacao.
Transcorrido o tempo de incubacéo, o sobrenadante foi coletado e centrifugado a
730g por 10 minutos a 4°C para remocao das células. A suspensao final foi lida em
leitor de microplaca, marca Thermo Scientific®, modelo Multiskan GO, no
comprimento de 550nm e a densidade Optica resultante foi convertida para nM de
ferrocitocromo C reduzido, utilizando-se o coeficiente de extingdo AES550nm = 2,1 X
10* Mt cm™ (MASSEY, 1959).
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4.12 Dosagem de Oxido Nitrico

A producdo de 6xido nitrico foi determinada pelo actimulo de nitrito (NO?), produto
final estavel da reacdo de Oxido nitrico (NO) com oxigénio, em solucédo aquosa. O
acumulo de nitrito no sobrenadante de cultura foi medido pela reacdo de Griess,
conforme descrito por Green e colaboradores (1982), com modificagées. 100 pL de
neutréfilos isolados (5x10°cél/mL) foram incubados, por 180 min a 37°C em uma
atmosfera de vapor de agua sem agitacdo, em microplacas de 96 pocos no meio
RPMI 1640 sem fenol vermelho, suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB), penicilina (0,1g/L), estreptomicina (0,1g/L), piruvato de sodio (0,11g/L) e
bicarbonato de sodio (2,2g/L). ApGs esse periodo de incubacgéo, o sobrenadante foi
coletado, centrifugado a 730g por 10 minutos a 4°C e congelado a -80°C.

Para dosagem de NO?, adicionou-se 100uL do sobrenadante de cultura a igual
volume do reagente de Griess (Sigma®) e incubou-se a temperatura ambiente por
10 minutos. A absorbancia foi determinada a 540nm em leitor de microplaca, marca
Thermo Scientific®, modelo Multiskan GO. A concentracdo de NO, foi estabelecida
a partir de uma curva padrdo de nitrito de sédio (NaNO,) realizada em concentracao
gue variou de 0,04 a 100uM de NaNO..

4.13 Permeabilidade intestinal

A avaliacdo da permeabilidade intestinal realizou-se na ultima semana de
intervencdo. Para essa analise, os animais foram mantidos em jejum por 12h e,
posteriormente, foi administrado por gavagem 2 mL de solucdo contendo 200 mg de
lactulose e 100 mg de manitol. ApGs a administracdo, os animais foram alocados em
gaiola metabdlica e permaneceram em jejum por 5 horas. Foi realizada a coleta de
urina de 24 h, sendo o volume medido, registrado e armazenado a -80°C até a
analise laboratorial (SONG et al., 2011).

Para determinacao das concentracdes de lactulose e manitol, a urina coletada
foi filtrada em filtros Millipore de 0,45 mm e cerca de 1,5 mL foi colocado em vials
para HPLC. Para analise, utilizou-se HPLC, da marca Shimadzu (Kyoto, Jap&o). O
sistema de cromatografia consistiu em desgaseificador (Modelo DGU-14A), bomba
(Modelo LC-10AT), injetor automéatico (modelo SIL-20A), forno de coluna (Modelo
CTO-10AS) e detector de UV-Vis (modelo SPD-10AV) ligado em série com um
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detector de indice de refracdo (modelo RID-10A). A coluna analitica utilizada foi
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 pressdao de 1920 psi, sob
condicbes isocraticas. A fase movel empregada foi agua em 0,005 mM de acido
sulfarico, com volume de injecdo da amostra de 100 pL (SA et al., 2011).

Para a padronizacdo do teste e o adequado conhecimento dos valores
medidos na unidade g/L, quantidades conhecidas de lactulose (12,5 a 0,1953mM) e
manitol (25 a 0,3906 mM) foram avaliadas separadamente no HPLC, com a
finalidade de se compor a equacao da reta dos mesmos (y= ax + b).

A urina foi analisada em HPLC e suas areas sob a curva indicavam os valores
de y em mMol/L e, uma vez aplicada a equacdo da reta, determinou-se os valores
de x. Esse valor foi transformado para g/L para o célculo das taxas de excrecdo da
lactulose e do manitol pela formula:

[(x*volume urina excretada em 12h)/0,1g manitol ingerido]*100

[(x*volume urina excretada em 12h)/0,2g lactulose ingerida]*100

Para a relacédo entre os mesmos, dividiu-se a taxa de excrecao da lactulose

pela taxa de excre¢cdo do manitol.

4.14 Endotoxemia

Uma aliquota de 1,5 mL de sangue dos animais foi centrifugado (3000 g; 10
minutos; 4°C) e 10 pL de plasma foi diluido em &gua livre de endotoxinas na
propoporcao de 1:10. Os niveis de lipopolissacarideos (LPS) foram medidos no
plasma pelo teste do lisato de amebdcito do Limulus (LAL) com determinacdo do
ponto final cromogénico, utilizando proteinas livres de toxinas, por meio de Kki
comercial especifico da marca HIT302® e seguindo a recomendacédo do fabricante.
Todo procedimento foi realizado em capela a fim de evitar contaminagéo externa.

A suspenséo final foi lida em leitor de microplaca, marca Thermo Scientific®,
modelo Multiskan GO, no comprimento de 405nm. Os resultados foram expressos
em EU/mL (unidade de endotoxina por mL de plasma), conforme orientacdo do
fabricante do kit.
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4.15 Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico Statistica,
versdao 10. As amostras foram testadas pelo teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov e naquelas com distribuicdo normal, os grupos foram testados para 0s
efeitos da farinha de yacon e do cancer colorretal e/ou as suas interagdes utilizando-
se “Two-way” ANOVA (analise de variancia) seguida por “post hoc” de Newman-
Keuls (p<0,05). As amostras que nao apresentaram distribuicdo normal foram
transformadas (utilizando a funcéo log10). Os dados foram expressos como média +

erro padréo (EP), sendo considerado significativo o valor de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Consumo alimentar, ganho de peso e coeficiente de eficiéncia alimentar.

ApGs o periodo de 8 semanas de intervengdo, o CC exerceu influéncia sobre
0 consumo alimentar dos animais (p<0,05), de forma que o grupo C apresentou
consumo alimentar estatisticamente superior aos grupos S e Y, porém semelhante
ao grupo CY, como pode ser observado na Tabela 3. Nao houve diferenca entre os
demais grupos experimentais.

Quanto ao ganho de peso e o coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), a
farinha de yacon e o CC néo influenciaram nessas variaveis, nao havendo

diferenca significativa entre os grupos experimentais (Tabela 3).

5.2 Anélises Histoldgicas

5.2.1 Focos de criptas aberrantes

No exame da mucosa colonica dos animais foram observados FCAs em todos
0S grupos experimentais, mas principalmente nos grupos C e CY, como pode ser
observado na Figura 5.

Os grupos com inducdo de cancer (C e CY), apresentaram maior numero
(p<0,05) de FCA totais, focos com numero igual ou inferior a 3 criptas aberrantes e
focos com mais de 3 criptas aberrantes em comparacédo aos sem inducao de cancer,
grupos S e Y (Tabela 4).

Na avaliacdo do total de FCA no segmento proximal do intestino grosso, o
grupo S apresentou a menor média e se diferenciou significativamente dos demais
grupos que nao diferiram entre si, apesar do fator cancer mostrar-se significativo
(p<0,05).

Ja na porcao medial, os grupos C e CY ndo diferiram entre si e apresentaram
maiores valores (p<0,05) em comparagcdo aos grupos S e Y que foram
estatisticamente iguais.

Na porcgéo distal do colon, observou-se interagédo entre os fatores farinha de
yacon e CC (p<0,05), de modo que a resposta a farinha de yacon dependeu da
presenca ou ndo de cancer. Na auséncia de cancer, o yacon promoveu aumento do

namero de FCA que € comparavel aos valores na presenca de cancer. Isso ficou
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evidenciado pelo fato do grupo Y apresentar valores de FCA semelhantes ao grupo
CY e maiores que o grupo S. Porém, na presenca da neoplasia, a farinha de yacon
nao tem atuacao, fato confirmado pelo valor médio de C nado ser estatisticamente
diferente de CY.

Além disso, independente do grupo experimental, a regido medial foi a que
apresentou maior média de FCA total (16,93), valor que foi estatisticamente igual a
regido proximal (11,15), porém diferente da regido distal (8,15). As regides proximal
e distal ndo diferiram entre si (p>0,05).

Além da andlise categorica dos dados de FCA, foi realizado o calculo da
porcentagem de reducgéo dos FCA do grupo CY em comparagéo ao grupo C. Houve
reducao de 41,22%, 47,22% e 47,22% de FCAs totais, <3 e >3, respectivamente, do
grupo CY em relacédo ao grupo C, ao fim das 8 semanas de tratamento com farinha

de yacon, demonstrando atuacao clinica benéfica da farinha de yacon no CC.

5.2.2 Histologia qualitativa do célon

Observa-se na Tabela 5 que o consumo de farinha de yacon (FY), bem como
a presenca de CC, nao influenciaram nos diametros apicais e basais das criptas
colénicas (p>0,05) e, mesmo a FY exercendo efeito significativo no nimero de
criptas por campo microscoépico, também nao foi encontrada diferenca significativa
entre 0S grupos experimentais para esse parametro.

Porém, o consumo de farinha de yacon influenciou significativamente na
profundidade das criptas col6nicas, de modo que os grupos Y e CY apresentaram
uma maior profundidade de cripta, comparados ao grupo C (p>0,05). O grupo S nao
diferiu de nenhum outro grupo experimental (p>0,05).
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Tabela 3. Peso inicial e final, consumo alimentar, ganho de peso e CEA.

Grupos p
Variaveis s v c oy Efeito da  Efeito do Interacdo entre

FY CC FYXCC
Peso inicial (g) 410,90 413,50 418,10 417,73 - - -
Peso Final (g) 488,96 477,75 509,39 506,69 - - -
Ganho de Peso (g) 78,06+11,3% 64,25+11,30° 91,29+10,3% 88,96+10,8° 0,4647 0,0904 0,6023
Consumo alimentar (g) 1403,30+39,1° 1357,25+39,1° 1550,79+35,7% 1475,96+37,3%*  0,1183 0,0011 0,7059
CEA 5,55+0,8% 4,55+0,8% 5,93+0,7° 6,13+0,7° 0,7037 0,2506 0,5112

Valores apresentados como médiatEP. Letras diferentes na mesma linha: grupos diferem entre si (p<0,05). S= grupo sem induc¢éo

de cancer de colon e sem farinha de yacon (n=10); C= grupo com inducdo de cancer de célon e sem farinha de yacon (n=12); Y=

grupo sem inducao de cancer de célon e com farinha de yacon (n=10); CY= grupo com inducéo de cancer de célon e com farinha

de yacon (n=11). Peso inicial= 132 semana experimental; Peso Final= 212 semana experimental. FY=Farinha de Yacon, CC=

Cancer colorretal. CEA= Coeficiente de Eficiéncia Alimentar.
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Figura 5. Mucosa e FCA no célon de ratos Wistar. a) Area de mucosa normal de
animal do grupo S. b) Area de mucosa normal de animal do grupo Y. c) Area de
mucosa com 4 focos contendo <3 criptas aberrantes cada e 1 foco com >3 criptas
aberrantes de animal do grupo C. d) Area de mucosa com 1 foco contendo
incontaveis criptas aberrantes e 1 foco com 3 criptas aberrantes de animal do grupo
C. e) Area de mucosa com 2 focos contendo incontaveis criptas aberrantes cada e 1
foco com >3 criptas aberrantes de animal do grupo C. f) Area de mucosa com 3
focos contendo >3 criptas aberrantes cada de animal do grupo CY. g) Area de
mucosa com 2 focos contendo incontaveis criptas aberrantes cada e 2 focos com >3
criptas aberrantes cada de animal do grupo CY. h) 1 foco com 3 criptas aberrantes e
1 foco com >3 criptas aberrantes de animal do grupo CY. S= grupo sem CC e sem
FY; C= grupo com CC e sem FY; Y= grupo sem CC e com FY; Y= grupo com CC e

com FY. Objetiva: 4X. Corante: Azul de metileno.
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Tabela 4. Média dos valores de focos de criptas aberrantes totais e com menos que trés e mais que trés criptas por foco e FCA

totais por segmento do intestino grosso.

Grupos p
Variaveis Efeito da Efeito do Interacao
S Y C CY
FY CC entre FY xCC

FCA Totais 1,87 +1,27° 20,83 + 48,13° 68,04 + 49,732 49 + 37,422 0,2376 <0,0001 0,1247
FCA <3 0,85 £ 2,50° 1,22 +2,63° 18,79+ 2,28% 11,32+ 2,38° 0,1558 <0,0001 0,1179
FCA >3 0,65 + 8,53° 1,06 + 9,54° 49,25+ 7,792 37,68+ 8,132 0,9123 0,0006 0,1964
Proximal 0,00 + 0,69" 5,78+12,05% 23,02+ 23,24% 14,41 +12,59°  0,6638 0,0007 0,2466
Medial 0,75 + 4,58° 0,75+5,11° 28,96 + 4,172 24,64 + 4,362 0,6391 <0,0001 0,6391
Distal 0,5+ 0,0° 6,43 + 3,14° 16,54 + 10,962 10,95 + 12,03% 0,1913 <0,0001 0,0031

Valores apresentados como médiazEP. Letras diferentes na mesma linha: grupos diferem entre si (p<0,05). S= grupo sem induc¢ao

de cancer de colon e sem farinha de yacon (n=10); C= grupo com inducdo de cancer de célon e sem farinha de yacon (n=12); Y=

grupo sem inducao de cancer de célon e com farinha de yacon (n=10); CY= grupo com inducéo de cancer de célon e com farinha

de yacon (n=11). FY= Farinha de Yacon, CC= Cancer colorretal. FCA= Focos de Criptas Aberrantes.
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Tabela 5. Caracteristicas morfologicas da mucosa do célon.

Grupos p
Variaveis Efeito da Efeito do Interacao
S Y C CY
FY CC entre FY x CC
Diametro Apical (um) 99,01 + 2,82° 103,14 + 2,82* 105,01 +2,57* 100,58 +2,57% 0,9572 0,5313 0,1246
Diametro Basal (um) 97,11 + 3,52° 100,31 + 3,52* 105,63 +3,21* 100,32 +3,36° 10,7571 0,2179 0,2188
Profundidade (um) 592,30 + 39,443 667,77 + 39,447 512,75 + 36,00° 689,57 + 37,60 0,0020 0,4536 0,1918
Numero de Criptas 60,89 + 3,48% 67,07 +3,48* 60,77 + 3,15° 68,36 + 3,30°  0,0478 0,8627 0,8362

Valores apresentados como médiazEP. Letras diferentes na mesma linha: grupos diferem entre si (p<0,05). S= grupo sem inducao

de cancer de colon e sem farinha de yacon (n=10); C= grupo com inducdo de cancer de célon e sem farinha de yacon (n=12); Y=

grupo sem inducdo de cancer de colon e com farinha de yacon (n=10); CY= grupo com inducdo de cancer de célon e com farinha

de yacon (n=11). FY= Farinha de Yacon, CC= Cancer colorretal.
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5.3 pHintraluminal

Os grupos C e S apresentaram valores semelhantes (p<0,05) de pH, porém
maiores (p<0,05) em comparacgao aos grupos Y e CY que, por sua vez, ndo diferiram
entre si (Tabela 6). Esse resultado revela que o consumo de farinha de yacon
possibilitou diminuicao significativa (p<0,05) dos valores de pH intraluminal.

5.4 Capacidade Antioxidante Total do Plasma

Para analise da capacidade antioxidante total do plasma (CAT), utilizou-se
Trolox (acido-tetrametilcroman-2-carboxilico 6-hidroxi-2,5,7,8) como o padréo, cujo
coeficiente de determinacéo (R?) foi 0,993.

Observa-se que a FY exerceu efeito significativo sobre a CAT, porém néo foi
observado diferenca significativa entre 0os grupos experimentais, como pode ser

observado na Tabela 7.
5.5 Liberac&o de Anion Superéxido

E possivel notar que independentemente ao estimulo imunolégico por
zimozan nao foi encontrada diferenca significativa entre 0s grupos experimentais
(p>0,05). Apesar da interacdo entre os fatores cancer e farinha de yacon ter se
apresentado significativo na dosagem de anion superéxido sem o estimulo, essa

diferenca nao foi identificada entre os grupos (Tabela 8).
5.6  Oxido Nitrico

Na dosagem de 6xido nitrico, o valor do R? encontrado na curva padrao foi de
0,999. Na Tabela 8, observa-se que o cancer atuou significativamente em ambas
analises, com ou sem estimulo por zimozan. Os valores médios de Oxido nitrico
encontrados no grupo Y foram maiores que os valores encontrados no grupo CY
(p<0,05), ou seja, o cancer diminuiu a liberagdo de Oxido nitrico no animal que
consumiu a farinha de yacon, comparado aquele que ndo apresentava a neoplasia e

consumiu a farinha. Os demais grupos néo diferiram entre si (p<0,05).
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Tabela 6. pH intraluminal.

Grupos p
Variaveis Efeitoda  Efeito do Interacao
S Y C CY
FY CcC entre FY x CC
pH 7,70+ 0,18% 6,32+0,18" 7,69+0,17% 6,34+0,18" <0,0001 0,9649 0,9340

Valores apresentados como médiatEP. Letras diferentes na mesma linha: grupos diferem entre si (p<0,05). Letras iguais na
mesma linha: grupos semelhantes entre si (p>0,05). S= grupo sem inducéo de cancer de colon e sem farinha de yacon (n=10); C=
grupo com inducéo de cancer de colon e sem farinha de yacon (n=12); Y= grupo sem inducdo de cancer de colon e com farinha de
yacon (n=10); CY= grupo com inducéo de cancer de célon e com farinha de yacon (n=11). FY= Farinha de Yacon, CC= Cancer
colorretal.

Tabela 7. Capacidade Antioxidante Total do Plasma.

Grupos p
Variaveis Efeito da Efeito do Interacao entre
S Y C CcY
FY CcC FY xCC
CAT (mMTE) 1,42 +0,02* 1,44 +0,02% 1,41 +0,02? 1,48 +0,022 0,0304 0,5710 0,2732

Valores apresentados como médiatEP. Letras diferentes na mesma linha: grupos diferem entre si (p<0,05). S= grupo sem induc¢éo
de cancer de cdélon e sem farinha de yacon (n=10); C= grupo com inducédo de cancer de célon e sem farinha de yacon (n=12); Y=
grupo sem inducéo de cancer de célon e com farinha de yacon (n=10); CY= grupo com induc&o de cancer de colon e com farinha

de yacon(n=12). FY= Farinha de Yacon, CC= Cancer colorretal. mMMTE= milimolar de trolox equivalente.
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Tabela 8. Liberac&o de anion superoxido e 6xido nitrico por neutréfilos, estimulados ou n&do por zimozan.

Grupos p
Variaveis Efeito da  Efeito do Interacao
S Y C CcY
FY cC entre FY xCC

0%**(nM FC) 0,63 + 0,30 0,62 +0,38% 0,26 + 0,27 1,14 +0,33% 0,1999 0,8331 0,1960
0%(nM FC) 0,90 + 0,18 0,24 +0,18% 0,22 +£0,16* 0,42 +£0,23? 0,2527 0,2002 0,0405
NO% * (uM NO,) 0,64 +0,16%° 0,97 £0,14% 0,59 +0,13%° 0,34 +0,16° 0,7924 0,0381 0,0730
NO%(uM NO,) 0,66 + 0,07%" 0,73 £0,07? 0,54 + 0,07 0,39 + 0,09° 0,6401 0,0095 0,1810

Valores apresentados como médiazEP. Letras diferentes na mesma linha: grupos diferem entre si (p<0,05). S= grupo sem inducao
de cancer de colon e sem farinha de yacon (n=5); C= grupo com induc¢éo de cancer de cdélon e sem farinha de yacon (n=6); Y=
grupo sem inducéo de cancer de célon e com farinha de yacon (n=5); CY= grupo com inducao de cancer de célon e com farinha de
yacon (n=4). FY= Farinha de Yacon, CC= Cancer colorretal. O, : anion superéxido basal; NO,: 6xido nitrico basal; #: estimulado

por zimozan; UM NO,= micromolares de nitrito; nM FC= nanomolares de Ferrocitocromo C.
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5.7 Permeabilidade intestinal

A porcentagem de excrecao urinaria de lactulose e manitol, assim como razao
entre esses valores estdo expressos na Tabela 9. Os valores do R? da curva
padréo de lactulose e manitol foram de 0,998 e 0,997, respectivamente. Na
excrecdo de manitol urinario houve interacéo significativa entre os fatores farinha
de yacon e cancer colorretal, de modo que na auséncia da FY e presenca de CC
ocorreu uma maior excre¢do urinaria de manitol. Porém a presenca de FY
promoveu reducdo de excrecdo urinaria de manitol, mesmo na presenca da
neoplasia. Na comparacdo entre 0S grupos experimentais, a maior excrecao
urinaria de manitol foi encontrada no grupo C (p<0,05) seguido pelo grupo S. Os
menores valores foram encontrados nos grupos Y e CY, que nao diferiram entre si
(p>0,05).

Ja para a porcentagem de excrecdo urindria de lactulose, a FY demonstrou
efeito significativo, reduzindo a excrecdo urinaria de lactulose, de modo que os
grupos que nao consumiram FY (C e S) apresentaram maiores valores (p<0,05) em
comparagdo aos grupos que consumiram FY (Y e CY). Quanto a razéo
lactulose/manitol (L/M), os grupos C e CY foram os Unicos que diferiram entre si
(p<0,05), evidenciando acdo positiva da farinha de yacon sobre a permeabilidade

intestinal no CC.

5.8 Endotoxemia

A endotoxemia foi medida por meio dos niveis de lipopolissacarideos (LPS)
plasmaticos. A curva padréo realizada com o padrdo LAL (lisato de amebdcito do
Limulus) gerou um R? de 0,959.

O CC teve influéncia significativa sobre os valores de LPS plasméticos
(p<0,05) (Tabela 10). Esse dado é confirmado uma vez que o grupo C diferiu
estatisticamente dos grupos S e Y, e foi igual ao grupo CY (p>0,05), demonstrando
atuacdo da neoplasia de coélon nesse parametro. Entretanto, ndo foi encontrado
efeito do consumo de FY sobre a endotoxemia, apesar de 0s niveis de
endotoxemia do grupo CY se manterem semelhantes aos dos grupos sem

neoplasia (Se ).
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Tabela 9. Porcentagem de excrecao urinaria de lactulose e manitol e a razéo entre elas.

Grupos p
Variaveis Efeito da Efeito do Interagao entre
S Y C CY
FY CC FYXCC
% excrecao urinaria de b . . .
_ 6,10+0,67 3,51+0,67 8,45+0,61 2,87+0,64 <0,0001 0,1945 0,0268
manitol
% excrecao urinaria de b b
4,41+0,87% 1,76+0,87 6,34+0,79% 1,0+0,83 <0,0001 0,4905 0,1171
lactulose
Raz&o lactulose/manitol 0,68+0,11%* 0,45+0,11* 0,78+0,10? 0,39+0,10° 0,0051 0,8284 0,4089

Valores apresentados como médiatEP. Letras diferentes na mesma linha: grupos diferem entre si (p<0,05). S= grupo sem inducao
de cancer de colon e sem farinha de yacon (n=10); C= grupo com inducdo de cancer de célon e sem farinha de yacon (n=12); Y=

grupo sem inducdo de cancer de célon e com farinha de yacon (n=10); CY= grupo com inducdo de cancer de célon e com farinha
de yacon (n=11).FY= Farinha de Yacon, CC= Cancer colorretal.
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Tabela 10. Niveis de Endotoxina (EU/mL de plasma).

Grupos P
Variaveis Efeito da Efeito do Interacao
S Y C CY
FY CC entre FY x CC
LPS 0,28+0,07° 0,31+0,07° 0,58+0,08% 0,51+0,07%" 0,8144 0,0022 0,5092

Valores apresentados como meédiatEP. Letras diferentes na mesma linha: grupos diferem entre si (p<0,05). Letras iguais na
mesma linha: grupos semelhantes entre si (p>0,05). S= grupo sem inducdo de cancer de coélon e sem farinha de yacon (n=10); C=
grupo com inducéo de cancer de colon e sem farinha de yacon (n=12); Y= grupo sem inducéo de cancer de célon e com farinha de
yacon (n=10); CY= grupo com inducdo de cancer de célon e com farinha de yacon (n=11). FY= Farinha de Yacon, CC= Cancer

colorretal.
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3] Discusséao

O yacon €& amplamente cultivado em todo o mundo e seu consumo esta
associado a muitos beneficios a saude, dentre eles encontra-se sua capacidade de
modular a microbiota intestinal, funcdo imunolégica e atuacdo sobre cancer de colon
(VAZ-TOSTES et al., 2014; MOURA et al., 2014).

Esses efeitos estdo associados a fermentacdo do FOS, presente em grande
guantidade na raiz de yacon, pela microbiota intestinal. No presente estudo, a
quantidade de FOS encontrada (52,2%) foi superior ao encontrado no estudo de
Vasconcelos et al. (2010) que verificaram teores de 19,4%, porém menor ao
encontrado por Lobo et al. (2011), 55,3%. Essa variacdo nos teores de FOS é
decorrente do periodo em que o yacon € colhido, da sazonalidade, clima, altitude,
solo e tratamento pdés-colheita, incluindo o processamento e o armazenamento ao
qual essa raiz € submetida (RODRIGUES et al., 2011).

No presente estudo, o consumo da farinha de yacon nao alterou o ganho de
peso, consumo alimentar e o CEA dos animais. Isso pode estar relacionado ao
estagio precoce da lesdo cancerigena induzida, visto que a caquexia s6 se
apresenta em estagios mais avancados da doenca (NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 2015). Porém o CC aumentou significativamente o consumo alimentar
dos animais, e ndo alterou o ganho de peso e o CEA. Resultados que, de acordo
com a literatura, sdo plausiveis, uma vez que ndo € frequente a desnutricdo no
cancer de colon e reto. Isto pode ser explicado devido ao menor comprometimento
da ingestdo alimentar, auséncia de distarbios nutricionais absortivos, alteraces
metabdlicas minimas e inexisténcia de fatores obstrutivos ou efeito hormonal para a
caquexia por esta neoplasia (FORTES, 2007). A perda de peso ir4 depender do tipo
e do estagio do tumor, dos 6rgados envolvidos, dos tipos de terapias utilizadas e da
localiza¢do do tumor. Por outro lado, o ganho de peso ndo é comum em portadores
de cancer (PEREIRA, NUNES e DUARTE, 2015).

Assim como no presente estudo, Moura e colaboradores (2014) nao
encontraram alteracdo no consumo alimentar e ganho de peso em ratos com cancer
de colon induzido e recebendo extrato de yacon.

Nesse estudo observou-se que o consumo de farinha de yacon foi capaz de

reduzir o pH intraluminal. Esse resultado € muito positivo, uma vez que um ambiente
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acido no lumen colbnico prejudica o crescimento de patdégenos oportunistas, por
provocar rompimentos das membranas das bactérias gram-negativos como
Escherichia coli, Salmonella spp, inibindo o crescimento das mesmas (ALAKOMI et
al., 2000). De forma semelhante ao presente estudo, Paula e colaboradores (2012),
Rodrigues e colaboradores (2012), Sant'anna e colaboradores (2013) e Lobo e
colaboradores (2007) verificaram reducdo do pH do contelddo cecal apdés consumo
de FOS/Inulina. No entanto, Martins (2014), ndo encontrou esse resultado em seu
estudo com ratas ovariectomizadas que receberam 6% de FOS durante 20
semamas.

Um pH mais &acido melhora a solubilidade de minerais, aumentando a
absorcdo no intestino grosso e pode ser indicio da presenca de AGCC nas fezes,
que participam de muitos processos benéficos ao organismo (RODRIGUEZ-
CABEZAS et al., 2010). Dentre esses processos, 0s AGCC estimulam a hipertrofia
das células da mucosa intestinal, levando a um aumento da &rea de superficie no
intestino, fato encontrado no presente estudo, em que houve um aumento na
profundidade das criptas col6nicas, apesar de ndo ter estimulado um aumento no
namero de criptas. Acredita-se que esse aumento das criptas ocorra em funcéo da
fermentacdo do FOS, promovendo um incremento da area da superficie absortiva
(WEAVER et al., 2010).

Lobo e colaboradores (2011) observaram que ratos Wistar consumindo 7,5%
de FOS, derivado da FY, aumentou a fermentacdo no ceco, a biodisponibilidade de
ferro, o diametro da parede e conteudo do ceco e reduziu o pH intraluminal. De
modo semelhante, em seu outro estudo, Lobo e colaboradores (2014), verificaram
gue a suplementacdo com 7,5% FOS foi capaz de aumentar a fissao e proliferacéo
de células nas criptas do ceco.

No estudo de Genta e colaboradores (2005) analisou-se os efeitos do
consumo de trés doses diferentes de FOS, derivado da farinha de yacon, durante
120 dias em ratos Wistar saudaveis. Os autores verificaram que a FY foi bem
tolerada, ndo produziu qualquer toxicidade ou efeito nutricional adverso,
independente da dose (340 mg FOS/kg ou 6800 mg FOS/kg). Aléem de promover
hipertrofia cecal, porém este ultimo apenas no consumo da maior dose de yacon.
Também, Campos e colaboradores (2012) forneceram, durante 8 semanas, farinha

de yacon suficiente para ofertar 5% de FOS a porcos. Os autores observaram um
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crescimento das bifidobactérias e lactobacilos, resultando em altos niveis de AGCC
no material cecal e aumento da densidade celular e formagédo de criptas no célon
intestinal.

Além da profundidade, neste estudo, avaliou-se o diametro apical e basal das
criptas colénicas. O maior valor médio encontrado entre os grupos foi de 105,63 pm
e nado foi observada diferenca significativa entre as médias dos grupos. Esse
resultado €& semelhante ao encontrado por Martins (2014), em que ratas
ovariectomizadas recebendo 6% de FOS/inulina ndo apresentaram diferenca
significativa do grupo controle.

A analise dessa variavel morfométrica € de grande importancia, pois criptas
com diametros basal e apical superiores a 115 um séo consideradas aberrantes,
sendo capazes de estimular alteracfes das células para formacdo de tumores
(TSUKAMOTO et al., 2001). Sendo assim, o consumo de FY promoveu a hipertrofia
das criptas, uma vez que a profundidade das mesmas aumentou, porém sem
interferir adversamente na morfologia das mesmas.

Os FCA encontrados nos grupos tratados com DMH, ou seja, grupos C e CY,
comprovam a eficacia do modelo de carcinogenése descrito por Bird (1987).
Diferente do descrito na literatura, em que os FCAs sdo observados com maior
frequéncia no colon médio e distal, tanto em roedores como no homem
(RODRIGUES et al., 2002; LARANJEIRAS et al.,, 1998; HENRIQUES, 2004), no
presente estudo, os FCA foram observados principalmente nos segmentos proximal.

Acredita-se que os prebidticos possam reduzir o processo de carcinogénese
pelo fato de induzirem consideravel modificacdo na microbiota intestinal com
aumento do numero de bifidobactérias. Além disso, os prebidticos atuam na reducéo
da formacédo das FCAs, marcador que precede o processo de carcinogénese do
cllon, sugerindo, portanto, que tenham potencial para suprimir tal neoplasia por
meio da modificagdo da microbiota do c6lon (MARQUES, WAITZBERG, 2000).

Porém, neste estudo, ndo foi observada reducédo no niumero de FCA totais e
com FCA >3, mas reduziu os FCAs <3, comparando-se o grupo C ao CY. Além
disso, a farinha de yacon foi capaz de reduzir em mais de 40% os valores de todas
as classes de FCA, demonstrando a importancia clinica do consumo dessa farinha.
A fermentacéo de frutanos, incluindo os FOS, produz AGCC, dos quais butirato foi

mostrado ter varias propriedades biolégicas contra carcinogénese do célon de rato
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(POOL-ZOBEL e SAUER, 2007). Em células de carcinoma, o butirato tem
demonstrado inibir a proliferacéo celular e angiogénese, além de induzir a apoptose
(DAVIS; MILNER, 2009).

E mostrado na literatura que os probidticos, prebidticos ou os simbioticos
podem modular a resisténcia imunologica do hospedeiro contra doencas
inflamatorias intestinais (POOL-ZOBEL, 2005; POOL-ZOBEL E SAUER, 2007), além
de fornecerem efeitos protetores contra biomarcadores precoces e desenvolvimento
de tumores no cdlon de ratos tratados com carcinégenos (MOURA et al., 2014).

Hughes e Howland (2001) observaram, em seu estudo com ratos, que a
média do niumero de apoptose foi maior no célon dos ratos alimentados com FOS e
inulina em comparacdo ao grupo alimentado com dieta basal. Também Moura e
colaboradores (2012) verificaram que apos 20 semanas de intervencao, ofertando
1% de FOS derivado do extrato de yacon a ratos, houve redu¢do no numero,
multiplicidade de FCA, numero de adenocarcinomas invasivos e taxa de proliferacéo
celular tanto em criptas colénicas como em tumores, além de reducdo na
multiplicidade de tumores invasivos e nao invasivos no grupo que recebeu
adicionalmente um probio6tico. J& Lobo e colaboradores (2007), observaram que
apés os 27 dias, ratos alimentados com 5% ou 7% FOS, proveniente da farinha
yacon, houve aumento na profundidade e numero de criptas totais e bifurcadas,
indicando os efeitos benéficos da fermentacdo do FOS sobre a mucosa intestinal.

Além disso, o consumo de FOS estimula o desenvolvimento de uma
microbiota intestinal saudavel que é essencial para o desenvolvimento adequado do
sistema imune do hospedeiro, exercendo importante funcdo na inducao da producao
de células de defesa, como células T (reguladoras e auxiliares) e slgA (TURRONI et
al., 2014). Além disso, a presenca da microbiota intestinal saudavel promove um
estado de tolerdncia imunitaria, impedindo a resposta imunoldgica contra
organismos comensais e proteinas da dieta, evitando alergias alimentares e
perturbacdes intestinais, como a sindrome do intestino irritavel (DELGADO et al.,
2012).

No presente estudo, ndo foi encontrada alteracdo nos niveis de anion
superoxido, independente ao estimulo imunolégico por zimozan e
presenca/auséncia de CC ou farinha de yacon, porém verificou-se interacdo entre

esses fatores. Ja o 6xido nitrico (NO) apresentou valores mais elevados no grupo
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sem indug&o de cancer que consumiu a farinha de yacon (grupo Y), de modo que o
cancer diminuiu significativamente este marcador do estresse oxidativo. Anion
superéxido e NO sdo espécies reativas do oxigénio (ERO), resultantes da atuacao
de neutrofilos contra microrganismos (NATHAN, 2006).

Os neutrdfilos apresentam o complexo enzimatico NADPH, responséavel pela
producdo de anion superdxido, a primeira ERO a ser produzida. Esse complexo
permanece inativado, porém quando o neutréfilo é ativado, que pode ocorrer por
acao de diferentes estimulos, como acetato de forbol miristato (PMA), formil metil-
leucil-fenilalanina (fMLP), leucotrieno-B4, ziimozan ou particulas opsonizadas,
resulta na sinalizacdo de diferentes vias, como a da proteina G (fMLP) ou a ativagédo
direta da proteina quinase C (PMA). Dessa forma, os componentes citossélicos e de
membrana desse sistema sdo reorganizados. Nesse processo, as proteinas
p47phox e p67phox sdo fosforiladas pela proteina quinase C (PKC) e as
subunidades citossélicas migram para a membrana, onde se associam ao citocromo
b558. A associacdo do citocromo b558 com os componentes citossolicos torna a
oxidase ativa, que catalisa a transferéncia de elétrons do NADPH para o oxigénio
molecular gerando o superdxido (SHEPPARD et al., 2005).

Neutrdfilos possuem a isoforma induzivel da enzima Oxido nitrico sintase
(INOS ou NOS 2), que apo6s o processo de ativagdo da célula, por exemplo, com
interferon-y (IFN-y), lipopolissacarideo (LPS) ou fator de necrose tumoral (TNF),
converte L-arginina a L-citrulina e oxido nitrico (NO). O NO €& um dos principais
mecanismos antimicrobianos de macrofagos e neutréfilos. O NO pode afetar
diversas respostas celulares e sua producao por fagécitos tem importante funcéo na
destruicdo de células tumorais e no controle da proliferacdo de linfocitos durante a
resposta imune (VINOLO, 2010).

Os AGCC, produzidos pela fermentacdo do FOS, podem causar nos
neutrdfilos alteracdo do pH intracelular, mobilizacdo de célcio intracelular, producéo
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, fagocitose e morte de microrganismos
e distribuicdo de proteinas do citoesqueleto (VINOLO, 2010). Em concentracfes
elevadas, o NO pode atuar como um potente agente anti-carcinogénico,
promovendo apoptose, necrose e inibicdo da angiogénese (COULTER et al., 2008).

No presente estudo, a farinha de yacon néo foi capaz de aumentar a liberacdo de
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NO, porém a presenca do CC foi capaz de reduzir sua liberacdo, tanto na presenca
do estimulo imunoldgico quanto na condig¢éo basal.

Na literatura ndo foi encontrado estudo onde tenha sido dosado Oxido nitrico
de neutrdéfilos em animais com CC e tratados com yacon, dificultando a comparacéo
dos resultados. Porém, outros estudos, utilizando modelos experimentais diferentes
séo encontrados. Delgado e colaboradores (2012) avaliaram a producdo de NO em
macrofagos intraperitoneais de camundongos tipo BALB/c, mantidos em condicdes
especificas livres de agentes patogénicos. Os animais receberam dieta AIN-93 e
foram suplementados com 5% de FOS comercial ou 3% ou 5% FOS derivado do
yacon durante 30 dias. Ao fim do experimento n&o foi encontrada diferenca
significativa nos niveis de NO entre 0 grupo controle e 0s grupos que consumiram
FOS, independente da fonte.

Umesalma e Sudhandiran (2010) trataram ratos Wistar com cancer de célon,
induzido pela DMH, com acido elagico na dose de 60 mg/kg de peso corporal. Os
autores encontraram que os animais que receberam DMH apresentaram alteracdes
em marcadores tumorais do cancer, dentre eles, aumento de Oxido nitrico, por
aumentar expressdo de INOS. Ainda, Cani e colaboradores (2009) trataram
camundongos (linhagem ob/ob) com 10% da dieta composta por oligofrutose
durante 5 semanas. Ao fim do experimento, observaram reducdo de marcadores de
inflamacéo, dentre eles o éxido nitrico.

Na capacidade antioxidante total do plasma, foi observado que a FY
influenciou significativamente esse parametro. Isso era esperado, uma vez que é
reportado na literatura cientifica grande quantidade de compostos antioxidantes na
raiz do yacon, cerca de 3,8% da massa em base seca, encontrando-se
principalmente os &cidos fendlicos como o ferdlico, clorogénico e caféico
(MARANGONI, 2007). Ha relatos do efeito antioxidante do yacon, porém todos
realizados in vitro ou por meio de outra técnica analitica, como DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), mas em nenhum deles analisou-se diretamente os antioxidantes totais
presentes no sangue (CAMPOS et al., 2012; TAKENAKA, 2003; YAN et al., 1999,
SOUZA, 2015).

Organismos vivos desenvolveram sistemas antioxidantes complexos para
neutralizar ERO e reduzir os seus danos. Estes sistemas antioxidantes incluem

enzimas tais como superoxido dismutase, catalase, e glutationa peroxidase e uma
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variedade de moléculas pequenas, incluindo acido ascérbico, a-tocoferol, [3-
caroteno, glutationa reduzida, acido urico e bilirrubina. A soma de antioxidantes
endogenos e derivados de alimentos representa a atividade antioxidante total do
sistema. A cooperacdo entre os diferentes antioxidantes oferece maior protecao
contra o ataque de espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio (ERO e ERN), do que
qualquer composto isoladamente. Assim, a capacidade antioxidante total pode
fornecer informacéo biolégica mais relevante em comparacdo com a obtida atraves
da medicdo de componentes individuais, como se considera o efeito cumulativo de
todas as antioxidantes presentes em fluidos corporais e de plasma (KAMPA et al,
2002).

Habib e colaboradores (2015) analisaram a atividade antioxidante e os efeitos
benéficos de raizes yacon, utilizando ratos diabéticos. Para isso, a peroxidacao
lipidica e outros indicadores de estresse oxidativo foram determinados no figado e
nos rins de ratos ndo diabéticos e ratos diabéticos tratados ou ndo com farinha
yacon (340mg FOS/kg/dia) durante 90 dias. A suplementacdo com yacon nos ratos
diabéticos produziu uma diminuicdo significativa nos niveis de malondialdeido no
figado e rins tanto dos ratos diabéticos quanto dos ndo diabéticos. Superdxido
dismutase hepatica e atividade de catalase foram significativamente menores nos
ratos diabéticos tratados com a farinha de yacon em comparacdo com os controles
diabéticos. Além disso, houve aumento dos niveis de glutationa peroxidase e
glutationa no figado e rim.

Outro estudo que obteve resultados imunoldgicos positivos apés o
oferecimento de farinha de yacon, foi o de Vaz Tostes e colaboradores (2014).
Nesse, criancas pré-escolares (idade entre 2 e 5 anos) receberam por 5 dias
semanais, durante 18 semanas, preparacdes contendo farinha de yacon, na dose de
0,14g/FOS/kg/dia. Ao fim do estudo, a ingestdo da farinha de yacon aumentou os
niveis séricos de IL-4, citocina com caracteristicas anti-inflamatérias, e sIgA fecal,
uma imunoglobulina relacionada a protecdo de barreira intestinal.

A microbiota intestinal se comunica extensivamente com o sistema imune do
intestino, levando a reacdes imunoldgicas e metabdlicas. Quando ocorre um
desequilibrio entre esses fatores pode ocorrer um aumento da permeabilidade
intestinal que, por sua vez, pode causar translocacdo bacteriana, inflamacdo e

outras complicagBes decorrentes. Além disso, os linfocitos infiltrantes da mucosa

71



intestinal passam a produzir citocinas pro-inflamatorias, as quais desempenham um
papel chave na angiogénese, inibicdo da apoptose, estimulo a proliferacdo celular
(LU; WALKER, 2001; CHALKIAS et al., 2011).

No presente estudo encontrou-se que a farinha de yacon foi capaz de
diminuir a excre¢do urinaria de lactulose e manitol, mesmo no grupo que
apresentava também o céncer (grupo CY), demonstrando sua capacidade de
diminuir a permeabilidade intestinal. O teste utilizado, de lactulose/manitol é
considerado o teste mais eficaz para avaliar a presenca deste fendmeno. Os testes
com agucares, principalmente utilizando a combinacdo da lactulose com o manitol,
tem sido um dos mais aplicados (VILELA, 2005).

Muitos mecanismos etiopatogénicos comuns a varias doencas de carater
inflamatorio do TGI, bem como de doencas extra-intestinais de carater auto-imune,
como o diabetes mellitus e a dermatite atdpica, vem sendo associados a integridade
da barreira mucosa. Além disso, acredita-se que o excesso de antigenos e bactérias
gue atingem o organismo através da luz intestinal esta associado também a
integridade do sistema imunoldgico. Assim a barreira intestinal contribui para
prevencao de desnutricdo, alergias e infec¢gées no hospedeiro (BISCHOFF, 2011).

Portanto, o teste de permeabilidade intestinal é um exame (til no
monitoramento da resposta terapéutica e na avaliagdo dos processos
etiopatogénicos associados a varias afeccdes intestinais. Assim, a melhoria da
funcdo de barreira exercida pela mucosa implica na reducdo da permeacdo de
antigenos e, consequentemente, na diminuicdo da reacao inflamatéria. Desse modo,
se um determinado nutriente/alimento € capaz de melhorar a permeabilidade
intestinal, pode também proporcionar beneficios clinicos no tratamento de doencas
intestinais, como o cancer de célon (VILELA, 2005).

A farinha de yacon pode ter esse feito benéfico sobre a permeabilidade
intestinal, uma vez que a fermentacdo do FOS pelas bifidobactérias estimula a
producdo de muco, de pepitideos antimicrobianos, como defensinas e catelicidinas,
além de promover a producdo de AGCC e bacteriocinas ou microcinas, e
estimularem a proliferacdo de bifidobactérias, que contribuem para a funcdo de
barreira intestinal, competindo com patdgenos por sitios de ligacdo nas ceélulas
epiteliais e na camada mucosa sobrejacente. Também, o FOS pode aumentar a

producédo e liberacdo de sIgA, além de diminuir alteracbes nas tight junctions, de
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modo que as jungbes entre 0s colondcitos e enterdcitos ficam mais estreitas,
dificultandoa passagem de microrganismos e/ou suas toxinas (COLLINS; BERCIK,
2009; BARTON; KAGAN, 2009; RESTA-LENERT; BARRETT, 2006; MUMMY et al.,
2008).

Christensen e colaboradores (2014) realizaram um estudo com ratos Wistar
que receberam, por gavagem, 2 mL do prebidtico XOS (xilooligossacrideos) ou 1 ml
do probidtico B. pseudolongum, durante 16 dias. Ao fim do estudo, os autores nédo
encontraram diferenca significativa para a permeabilidade intestinal entre os grupos
experimentais. J& Também Venkatraman e colaboradores (2000) encontraram
melhoria na permeabilidade intestinal de ratos com colite intestinal induzida e tratada
com butirato de metilo. Por sua vez, Rafter e colaboradores (2007) encontraram que
uma intervencao simbidtica resultou em aumento do nimero de bactérias benéficas
e reducdo das maléficas, além de melhorar a funcdo de barreira epitelial e
diminuicdo da exposi¢cdo a endotoxinas em pacientes polipectomizados.

No entanto, ndo foi encontrado trabalho que utilizou a farinha de yacon para
avaliar a permeabilidade intestinal. Outra dificuldade encontrada é o fato de
existirem muitas metodologias para avaliar a permeabilidade intestinal, o que
dificulta a interpretacdo dos dados encontrados no estudo. Vilela (2005), afirma que
os trabalhos publicados sobre permeabilidade intestinal apresentam pouca
uniformidade metodoldgica, tornando as comparacdes entre 0s estudos muito
dificeis. Esta afirmacao implica que, até que a uniformizacdo ocorra, é importante
que o pesquisador estabeleca seu préprio controle e o explicite adequadamente em
seus métodos e resultados, conforme foi realizado no presente estudo.

Apesar da farinha de yacon ter se apresentado benéfica na reducdo da
permeabilidade intestinal, ela ndo se mostrou significativa na reducdo dos niveis
plasmaticos de LPS (lipopolissacarideo), que mensuram a endotoxemia, apesar de
manter os niveis de LPS do grupo CY semelhantes aos grupos sem céancer. Ja o
cancer teve acao significativa sobre esse parametro neste estudo, aumentando os
valores no grupo com CC. LPS é componente da parede celular de bactérias gram-
negativas e interage com receptores presentes na membrana celular de neutrofilos e
macréfagos (CD14 e receptor Toll like-4/MD-2), que ativam diversas vias de

sinalizacdo intracelular e fatores de transcricdo como o NF-kB, culminando em
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intensa producédo e liberacdo de citocinas (PALSSON-MCDERMOTT; O'NEILL,
2004).

O fator de transcricdo NF-kB modula a expressao de diversas proteinas
envolvidas no processo inflamatorio. Sob condi¢cées normais, a presenca de LPS no
limen intestinal ndo causa efeitos negativos. Alguns fatores podem favorecer a
transferéncia de LPS para o sistema circulatorio, processo chamado endotoxemia.
Dentre esses fatores encontra-se a disbiose, consumo de gorduras e obesidade
(LAUGERETTE et al., 2011; DELZENNE; CANI, 2011).

O LPS é responsavel pela indugcdo da maior parte das alteracbes
fisiopatologicas intestinais observadas durante infeccdes micobacterianas e
infeccbes por gram-negativos entre outras. Entre as alteracdes inespecificas
induzidas pelo LPS estdo a pirogenicidade, o aumento do numero de leucdcitos, a
ativacdo do sistema complemento e de macréfagos. O LPS induz ainda a resposta
imune mediada por citocinas, por ser potente estimulador da producdo do TNF-q,
citocina iniciadora da cascata de producdo das demais citocinas inflamatérias
(DELZENNE; CANI, 2011).

A administragdo de prebidticos resulta em aumento das bactérias intestinais
gram-positivas, incluindo bifidobactérias, e diminuicdo no LPS plasmético, por meio
da avaliacdo de marcadores inflamatérios. Deste modo, a composi¢do da microbiota
interfere diretamente no estado de inflamacéo intestinal que por sua vez esta
relacionado ao desenvolvimento de CC. Por conseguinte, a modulacdo da
microbiota intestinal, utilizando probiéticos ou prebidticos, pode influenciar no
desenvolvimento de tumores (CANI et al., 2006; CANI et al., 2007; CANI et al.,
2008).

Nesse estudo foram encontrados altos niveis de LPS plasmaticos e baixos
de liberacdo de 6xido nitrico pelos neutrofilos nos animais do grupo C. O LPS é um
estimulador da liberacdo de NO por células de defesa, incluindo neutrdfilos.
Portanto, se os niveis de NO ficaram baixos, mesmo na presenca de altos niveis de
LPS, € bem provavel que esses animais, portadores da neoplasia, estavam
imunossuprimidos, ou seja, a atividade imunoldgica deliberadamente reduzida ou
ineficiente (REZENDE, 2011). As células tumorais geram um microambiente
imunossupressor, através da liberacdo de varios fatores, tais como VEGF (Fator de

Crescimento Endotelial Vascular), IL-6, IL-10 e TGF-B, capazes de afetar a
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diferenciacdo e maturacdo das células dendriticas, uma das responsaveis pela
defesa contra células neoplasicas (MICHIELSEN et al., 2011).

Porém, verificou-se que 0s animais que consumiram FY apresentaram maior
liberacdo de o6xido nitrico, menores valores de LPS, além de niveis de LPS
reduzidos no grupo que dela consumiram e tinham CC (grupo CY). Isso pode estar
relacionado ao efeito imunomodulador do FOS presente na FY. E descrito que o
acido latico produzido pelas bifidobactétias, a partir da fermentacéo do FOS € capaz
de estimular varias funcdes imunes inatas e adquiridas possivelmente através da
modulacao da expresséo de citocinas (BUDDINGTON et al., 2002).

Segundo Pimentel-Nunes (2011), a medicdo de LPS sérico é muito
dependente do método de colheita e varia de acordo com a hora do dia e jejum,
entre outros fatores, e por essa razdo a analise de outros fatores séricos para
confirmar um aumento da endotoxemia, seriam necessérios. Um aumento da
endotoxemia acompanha-se de um aumento da producdo de LBP (LPS - Binding
protein) e de sCD14, dois co-factores essenciais para o reconhecimento imunologico
do LPS. Desse modo, a cascata de aumento de permeabilidade intestinal-
endotoxemia-inflamacdo € modulada por diversos outros fatores, como o0s
imunoldgicos, que séo cruciais para o resultado final de LPS.

Cani e colaboradores (2009) trataram camundongos da linhagem ob/ob com
oligofrutose na dose de 10% da dieta, durante 5 semanas. Os autores encontraram
gue nagueles animais tratados com o prebidtico, os niveis plasmaticos de LPS,
citocinas inflamatérias, expressao hepatica de marcadores inflamatoérios e estresse
oxidativo, bem como a permeabilidade intestinal, diminuiram significativamente.

Outro estudo realizado por Cani e colaboradores (2007b) testou se a
restauracdo da quantidade cecal de Bifidobacterium spp. pode modular a
endotoxemia metabdlica, o perfil inflamatorio e o desenvolvimento de diabetes em
camundongos linhagem ob/ob. Os autores encontraram, ap6s 14 semanas de
experimento, que o0 grupo que consumiu a fibra fermentavel restaurou as
bifidobactérias intestinais. Além disso, o grupo HF (consumiu altos niveis de
gordura) teve aumento significativo da endotoxemia, mas que nosS grupos que
receberam adicionalmente a fibra fermentavel, esses niveis foram normalizados.

Diante disso, os importantes achados desse estudo, reforgcados pelos

encontrados em outros trabalhos da literatura cientifica, permitem afirmar que o
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consumo regular de farinha de yacon pode contribuir substancialmente para
tratamento do cancer de colon, dado os importantes beneficios por ela produzidos,

nao so intestinais, mas também a nivel sisttmico, como observado nesse trabalho.
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7 Conclusao

Os resultados do presente trabalho sugerem que o consumo de farinha de
yacon possa atuar beneficamente sobre a saude intestinal e imunologica de animais
com céancer de colon induzido. A suplementacéo de 7,5% de FOS, provenientes da
farinha de yacon, promoveu melhoria da permeabilidade, reduziu o pH intraluminal e
a porcentagem de reducdo de FCA, além de aumentar a profundidade das criptas
colénicas e o numero de criptas coldnicas, a CAT e o metabolismo oxidativo, via
producdo de anion superoxido.

Porém néao foi observada efetividade da farinha de yacon sobre o nimero de
FCAs, na endotoxemia e na liberacdo de 6xido nitrico.

Novos estudos devem ser realizados a fim de melhor elucidar a atuacao da
farinha de yacon em outros parametros imunoldgicos, como citocinas e
imunoglobulinas, além de avaliar seu efeito na composi¢cdo da microbiota intestinal

em modelo experimental de cancer colorretal e 0s mecanismos pelo quais ocorrem.
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8 Consideragbes Finais

O presente estudo reveste-se de importancia, uma vez que muitos beneficios
do consumo de farinha de yacon na neoplasia de colon foram evidenciados, sendo
grande parte deles descritos pela primeira vez na literatura cientifica, destacando o
carater inovador e pioneiro do trabalho que pode conduzir a trabalhos futuros mais
completos e esclarecedores.

Além disso, muitos pontos positivos podem ser destacados, dentre eles, 0s
resultados encontrados, os quais demonstraram efeitos benéficos (maioria) ou
efeitos nulos do consumo da farinha de yacon, porém nenhum deles demonstrou
efeito negativo da farinha sobre o cancer de colon. Outro ponto positivo, foi a
adaptacdo e padronizacdo com éxito de muitas metodologias, ndo antes descritas
para o modelo experimental aqui utilizado, como na avaliagdo da permeabilidade
intestinal, no metabolismo oxidativo, na analise histolégica, bem como no pH
intraluminal.

Quanto as limitacdes, a dose de FOS e o tempo de intervencao utilizados,
bem como o niumero de animais podem néo ter sido suficientemente grandes para
alcancar resultados mais contundentes para comprovar a eficacia da farinha de
yacon na reducédo das lesGes pré-neoplasicas, como os FCAs. Outra limitacdo foi a
suplementacdo da dieta com a farinha de yacon apdés a inducdo do CC.
Possivelmente, a maior eficacia poderia ter sido obtida com a suplementacéo
anterior a inducao do CC, a fim de avaliar o papel da farinha de yacon na reducéo do
risco de desenvolvimento da neoplasia.

Novas analises deverdo ser desenvolvidas, como a dosagem de AGCC nas
fezes, citocinas pro e anti-inflamatdrias, slgA e microbiota intestinal, afim de elucidar

muitas questdes e complementar os resultados ja encontrados, integrando o estudo.
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