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RESUMO

Introducéio: O cancer colorretal (CC) pode induzir graves complicagdes clinicas aos portadores
dessa neoplasia. A farinha de yacon (FY) (Smallanthus sonchifolius) & rica em fruto-oligossacarideos
(FOS), que séio fermentados por bifidobactérias, produzindo efeitos benéficos a satde intestinal.
Seu efeito no CC, entretanto, é ainda desconhecido, sendo o objetivo deste trabalho investigar
os efeitos da FY sobre a resposta imunolégica de mucosa em animais com CC induzido. Método:
Ratos machos Wistar (n=44) foram divididos em grupo S (sem CC e sem FY na dieta), grupo C
(com CC e sem FY na dieta), grupo Y (sem CC e com FY na dieta) e grupo CY (com CC e FY na
dieta). Durante cinco semanas, os grupos C e CY receberam inje¢oes de 1,2-Dimetilhidrazina
para o desenvolvimento do CC, seguidas por duas semanas para formagdo das lesées neopld-
sicas. Apés esse periodo, os grupos Y e CY consumiram dieta com FY em quantidades suficientes
para fornecer 7,5% de FOS por duas semanas e os demais grupos consumiram dieta AIN-93M.
Resposta imunolégica da mucosa intestinal foi determinada pela dosagem de imunoglobulina
A secretéria (slgA) nas fezes pelo método de ELISA. Dados foram avaliados por ANOVA e teste
t pareado (p<0,05). Resultados: Apés suplementagéo com FY na dieta, os niveis de sIgA no
grupo CY foram superiores aos do grupo S. No grupo CY, os niveis de slgA aumentaram quando
comparados o inicio e final da intervengo. Conclusao: A FY foi capaz de aumentar os niveis da
IgA fecal nos animais com CC.

ABSTRACT

Introduction: Colorectal cancer (CC) can induce serious clinical complications in patients with
this neoplasm. Yacon flour (YF) (Smallanthus sonchifolius) is rich in fructooligosaccharides (FOS)
that are fermented by bifidobacteria producing beneficial effects on intestinal health. lts effect
on CC, however, is still unknown, and the objective of this work is to investigate the effects of
YF on the immune response of mucosa in animals with induced CC. Methods: Male Wistar rats
(n=44) were divided into group S (without CC and without YF in the diet), group C (with CC and
without YF in the diet), group Y (without CC and with YF in the diet) And CY group (with CC and
YF in the diet). For five weeks, groups C and CY received injections of 1,2-Dimethylhydrazine for
the development of CC, followed by two weeks for the formation of neoplastic lesions. After this
period, groups Y and CY consumed diet with YF in amounts sufficient to provide 7.5% of FOS for
two weeks and the other groups, consumed diet AIN-93M. Immune response of intestinal mucosa
was determined by secretory immunoglobulin A (slgA) dosing in feces by the ELISA method. Data
were evaluated by ANOVA and paired t-test (p<0.05). Results: After supplementation with YF
in the diet, slgA levels in the CY group were higher than those in the S group. In the CY group,
slgA levels increased when compared to the beginning and end of the intervention. Conclusion:
FY was able to increase faecal IgA levels in animals with CC.
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INTRODUCAO

A incidéncia das doencas e agravos crénicos néo trans-
missiveis aumenta progressivamente no cendrio mundial,
entre os quais destaca-se o cancer colorretal (CC), que
abrange tumores que acometem o célon intestinal e o reto.
Segundo estimativa mundial, no ano de 2012, o CC foi o
terceiro tipo de céncer mais comum entre os homens e o
segundo entre as mulheres'?.

Os fatores protetores mais importantes para o CC séo a
atividade fisica e o consumo de alimentos que contém fibra
alimentar e fruto-oligossacarideos (FOS), tendo estes acédo
prebidtica®. Prebidticos sdo ingredientes alimentares néo
digeriveis pelo organismo humano que resultam em benefi-
cios pela estimulacéo seletiva do crescimento e/ou ativacdo
do metabolismo de bactérias probidticas®.

Os FOS sao prebidticos com acdo benéfica conhecida,
sendo o yacon (Smallanthus sonchifolius) uma raiz tuberosa
rica nesse nutriente, podendo representar de 40%-70%
da matéria seca no yacon®. Os FOS podem estimular o
sistema imunolégico da mucosa intestinal, levando a uma
maior producéo de anticorpos e IgA, sendo esta a imuno-
globulina mais abundante na superficie das mucosas.

AlgAtem a capacidade de neutralizar toxinas e microrga-
nismos patogénicos, impedindo-os de se ligarem & mucosa
intestinal ou mesmo atravessarem-na. Além disso, a IgA ndo
fixa complemento, podendo agir contra microrganismos
sem desencadear um processo inflamatério progressivo que
danifica o epitélio.

Esta imunoglobulina estd em niveis elevados apenas
no intestino de animais com uma microbiota normal, uma
vez que o desenvolvimento de um linfécito B em IgA na
mucosa infestinal parece ser afetado pela composicdo da
microbiota intestinal. A imunoglobulina A secretora (sIgA) é
a IgA na forma dimérica ligada a uma proteina chamada
peca secretora. A slgA é predominante em secrecdes como
saliva, lagrima, colostro e fezesé®.

Nesse contexto, o presente estudo visa avaliar os
efeitos do consumo da farinha de yacon (FY) no ganho
de peso, consumo alimentar e resposta imunolégica da
mucosa intestinal, via IgA, em ratos com céncer de célon
induzido.

METODO

Animais

Foram utilizados 46 ratos machos Wistar adultos,
mantidos no Laboratério de Nutricdo Experimental e Fisio-
logia Humana da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES) sob controle da iluminacéo (fotoperiodo claro/escuro
de 12 h) e da temperatura (22°C). A manutencéo, assim
como o uso dos animais nos experimentos, foi conduzida

respeitando as normas estabelecidas pelo Colégio Brasi-
leiro de Experimentacdo Animal’. O projeto foi aprovado

pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFES (CEUA),
protocolo n® 004/2014.

Delineamento experimental

Tratou-se de um estudo prospectivo, do tipo ensaio expe-
rimental. Dos 46 animais, 2 foram utilizados para comprovar
o desenvolvimento da neoplasia colorretal e os demais 44
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos:

- Grupo S: grupo sem inducéo de CC e sem tratamento
com farinha de yacon;

- Grupo C: grupo com inducdo de CC e sem tratamento
com farinha de yacon;

- Grupo Y: grupo sem inducdo de CC e com fratamento
com farinha de yacon;

- Grupo CY: grupo com inducdo de CC e com tratamento
com farinha de yacon.

Durante a primeira semana, os animais receberam ragéo
comercial (marca In Vivo®), para adaptacdo ao ambiente.
A mesma também foi utilizada nas 13 semanas seguintes,
sendo cinco para aplicacéo da droga de inducéo tumoral
(1,2-metilhidrazina na dose de 25 mg/kg de peso) e oito
para o desenvolvimento da afeccéo.

Ao final do periodo de evolucéo tumoral, ou seja, na
14% semana do experimento, dois animais extras dos grupos
foram sacrificados e seus infestinos coletados e anali-
sados, a fim de comprovar a formagéao de focos de criptas
aberrantes (FCA), consideradas lesées pré-neopldsicas,
por meio de coloracdo dos tecidos infestinais com azul de
metileno, seguido por observacdo em microscépio éptico
na objetiva de 4X.

Apds esse periodo, foram coletadas fezes frescas dos
animais de todos os grupos, armazenadas a -80°C e entdo
se iniciou a intervencdo com farinha de yacon durante duas
semanas.

Os ratos foram monitorados diariamente em relagéo &
ingestdo alimentar, hidrica e eventuais intercorréncias, como
diarreia. Semanalmente, foi monitorado o ganho de peso
corporal. Ao final das 2 semanas de tratamento (16% semana
do experimento), fezes frescas dos animais foram coletadas
novamente e mantidas a -80°C.

Dietas experimentais

As dietas experimentais foram elaboradas manualmente,
com ingredientes adicionados em quantidades determinadas,
segundo as recomendacées do American Institute of Nutrition
for Rodents'?, seguindo o protocolo AIN-93M, recomendada
para manutencdo de animais adultos.
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Os grupos S e C receberam a dieta AIN-93M. Os grupos
Y e CY receberam farinha de yacon, preparada conforme
descrito por Vaz-Tostes et al.'!, em quantidade suficiente para
fornecer 7,5% de FOS, uma vez que é provado que esta
quantidade exerce efeitos sobre a mucosa do célon'?. Deste
modo, ajustou-se o conteldo de caseina, sacarose, amido
e fibra da dieta original AIN-93M, a fim que as dietas de
todos os grupos apresentassem as mesmas concentracoes de
carboidrato, aglcares, proteinas e fibras (Tabela 1).

Consumo alimentar, ganho de peso e dosagem da

slgA

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 hordrio do dia, em ambos utilizando balanca eletrs-
nica digital (RADWAG®).

Para andlise da slgA fecal, fezes frescas dos animais
foram pesadas e lavadas com solucao tampéo fosfato (PBS),
pH 7,2, na proporcdo de 500 mg do conteddo/ 2,0 mL de
PBS, e entdo centrifugadas a 2000 g, por 30 min, a 4°C.
O sobrenadante foi utilizado para dosagem da imunoglo-
bulina A, pelo método de ELISA, utilizando o kit comercial
Immunochron®.

Andlise estatistica
Os dados foram comparados usando a anélise de vari-
dncia (ANOVA), com teste de comparacdes miltiplas de

Tabela 1 - Composicéo da dieta dos grupos experimentais.

. Grupos Grupos
ngredientes Sec Yooy
AIN-93M AIN-93M + FOS
Caseina 14,0 13,14
Amido dextrinizado 15,5 15,5
Sacarose 10,0 7,24
Oleo de Soja 4,0 4,0
Fibra 10,0 0
Mix minerais 3,5 3,5
Mix vitaminico 1,0 1,0
L-Cistina 0,18 0,18
Bit. de colina 0,25 0,25
Amido 46,57 40.81
Farinha de yacon 0 14,37

Tukey. Dados referentes aos niveis de slgA, antes e apds a
intervencé@o com farinha de yacon, comparados pelo teste T
pareado. Os dados foram expressos como média + desvio
padrdo (DP), sendo considerado significativo o p<0,05. Os
resultados foram analisados por meio do programa estatistico

SPSS, versao 19.0.

RESULTADOS

Durante as duas semanas de intervencéo com a farinha
de yacon, observou-se que o consumo alimentar e ganho de
peso dos animais foi similar entre os grupos experimentais
(p>0,05). O consumo alimentar e ganho de peso médio séo
apresentados nas Figuras 1 e 2.

Os niveis de slgA néo diferiram entre os grupos quando
se considera apenas o momento anterior & intervencdo
alimentar (p>0,05). Porém, a andlise da slgA apds o
consumo da farinha de yacon mostrou que os niveis fecais
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Figura 1 — Média do consumo alimentar dos grupos experimentais durante duas
semanas de intervengdo com farinha de yacon. As barras de erros mostram o
desvio padrao. Dados expressos como médiatdesvio padrao.

L

Ganho de peso (g)

Grupos

Grupo S (sem cancer de colon e sem farinha de yacon na dieta), grupo C (com cancer de célon
e sem farinha de yacon na dieta), grupo Y (sem cancer de célon e com farinha de yacon na
dieta) e grupo CY (com céncer de colon e farinha de yacon na dieta).

Figura 2 — Ganho de peso dos grupos experimentais durante o periodo expe-
rimental. As barras de erros mostram o desvio padrdo. Dados expressos como
médiatdesvio padrdao.
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Figura 3 — Niveis de IgA fecal antes e apos a intervengdo alimentar com farinha
de Yacon. Dados apresentados como médiatdesvio padrao. 1 Diferenga intergru-
pos. *Diferenca intragrupo. 1 Antes/ 2 apos da intervencdo alimentar:

dessa imunoglobulina no grupo CY (390,1+119,6 ug/ml)

foram superiores (p<0,05) aos niveis observados no grupo
S (87,30+37,52ug/ml) (Figura 3).

Além disso, verificou-se que o grupo CY obteve aumento
significativo (p<0,05) dos niveis de slgA, comparando-se
antes (115,0=41,54 ug/ml) e apds as duas semanas de
intervencdo (390,1+119,6 ug/ml) com a farinha de yacon
(Figura 3).

DISCUSSAO

O yacon é amplamente cultivado em todo o mundo e seu
consumo estd associado a muitos beneficios a satde. Entre
eles, encontra-se sua capacidade de modular a microbiota
intestinal, fungc@o imunolégica e atuagdo sobre cancer de
colon' 13, Esses efeitos estdo associados & fermentacéo do
FOS, presente em grande quantidade na raiz de yacon, pela
microbiota intestinal'?.

Aproximadamente 15% de todas as linhagens de céncer
tém sido atribuidas a agentes infecciosos. slgA é a principal
imunoglobulina das secrecées humanas e desempenha um
papel fundamental no mecanismo de defesa gastrointestinal
contra agentes dietéticos e microbianos. Essa imunoglobulina
possui elevada afinidade para neutralizar toxinas e microrga-
nismos patogénicos, ao mesmo tempo que apresenta baixa
afinidade para conter as bifidobactérias intestinais®.

O consumo de FOS estimula o desenvolvimento de
uma microbiota infestinal sauddavel que é essencial para o
desenvolvimento adequado do sistema imune do hospedeiro,
exercendo importante funcdo na inducéo da producéo de
células de defesa, como células T (reguladoras e auxiliares)
e slgA'.

O consumo de FOS pode levar a diminuicdo do pH
intfraluminal, com consequente modulacéo da resposta
inflamatéria. Dessa maneira, ocorre diminuicéo de citocinas

pré-inflamatérias e aumento de citocinas regulatérias, como
a IL-10. Este efeito pode ser determinante no aumento da
resposta imunolégica da mucosa intestinal, uma vez que, na
presenca de IL-10, os linfécitos B se diferenciam, produzindo
slgAT®.

Como os anticorpos IgA presentes na superficie da
mucosa do infestino sdo capazes de prevenir a adesdo de
agentes patogénicos nesse local, estes resultados indicam
melhoria da satde do hospedeiro apés a suplementacéo
com prebidticos'®.

No presente estudo, encontrou-se um aumento significa-
tivo nos niveis de slgA fecal no grupo CY apés o consumo
de farinha de yacon, além de maiores niveis comparados
ao grupo S no momento pds-intervencéo. Esse aumento nos

niveis de sIgA fecal no grupo com inducéo de carcinoma e
ingestdo de farinha de yacon é um dado importante, pois
a presenca deste anticorpo indica a ocorréncia de uma
resposta imunolégica contra uma inflamacéo, que neste
estudo é o tumor induzido na mucosa intestinal. Esses
resultados s@o semelhantes aos encontrados em outros
estudos que também encontraram aumento de slgA apds
intervencdo com farinha de yacon, como Vaz-Tostes et al.'’,
em seu estudo com criancas, e Delgado et al.'”, num estudo
com camundongos.

Além disso, ndo foram encontradas diferencas signi-
ficativas (p>0,05) no consumo alimentar e ganho de
peso entre os grupos experimentais. O consumo de fibras
estd associado a um aumento na saciedade, reducéo
do apetite e consequente menor ingestdo alimentar's,
entretanto, o contelGdo de fibras alimentares das dietas
oferecidas neste estudo n@o ultrapassou as recomen-
dacées da AIN-93M, o que possivelmente relaciona-se
a ndo alteracdo ingestdo alimentar e consequente néo
alteracdo do ganho de peso.

Ainda ndo existem estudos que avaliem os efeitos do
consumo de farinha de yacon na resposta inflamatéria de
mucosa intestinal no cancer de célon, via dosagem de slgA,
de forma que os resultados obtidos neste trabalho sdo de
extrema relevéncia, uma vez que estes niveis elevados de
IgA podem significar uma resposta imunolégica contra uma
inflamacéo intestinal inicial, sugerindo a acdo positiva da
farinha de yacon na funcdo imunolégica no céncer célon.
Mais estudos devem ser realizados, a fim de elucidar se esses
efeitos poderiam reduzir a divisdo celular descontrolada do
céncer de célon.
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