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RESUMO

O Acai Jucara (Euterpe edulis Martius) é uma palmeira nativa da Mata Atlantica que
pertence a familia Arecaceae. Ela produz pequenos frutos que possuem alto valor
energético e consideraveis niveis de compostos antioxidantes, como as
antocianinas. O Cancer Colorretal € uma doenga de “estilo de vida”, desta forma,
uma dieta rica em antioxidantes auxilia na sua prevencdo ativando vias de
citoprotecdo e a resposta celular antioxidante por meio da indugdo da transcri¢cao de
diversos genes. Assim, o objetivo deste projeto foi avaliar o efeito da suplementacéo
do Jucara, na forma de suco e extrato liofilizado, no processo de desenvolvimento
tumoral por meio da contagem de focos de criptas aberrantes (FCA) e andlise da
expressdo dos genes SOD1, GPx e OGG1, das vias de estresse oxidativo e reparo
do DNA, em ratos induzidos a carcinogénese colorretal. Para tanto, foram utilizados
38 ratos Wistar, 10 com intestino saudavel como controle negativo DMH-/Jucara- e
0s 28 na qual foram induzidos a tumorigénese colorretal com 1,2dimetilhidrazina
(DMH) e divididos em 3 grupos, Grupo induzido a carcinogénese (DMH+/Jucara-),
contendo 12 animais, Grupo suplementado com o suco do Jucara (DMH+/Jucara+),
com 10 animais, Grupo suplementado com o extrato do Jucara (DMH+/Extract),
contendo 6 animais. A suplementacdo com suco e extrato liofilizado ocorreu trés
vezes por semana por gavagem, até completarem as 23 semanas. Na 102 semana,
quatro animais do grupo DMH-/Jucara-, DMH+/Jucara- e DMH+/Jucara+ e dois
animais do grupo DMH+/Extract foram eutanasiados para andlise das lesdes preé-
neoplasicas. E, na 232 semana o demais animais de todos os grupos foram
eutanasiados para a retirada das lesdes maiores que 0,1 centimetros, que foram
fixadas, processadas histologicamente e coradas com hematoxilina-eosina para
diagnostico. As lesbes classificadas como Adenocarcinoma Tubular foram
submetidas a Imunohistoquimica para as proteinas SOD1, GPx e OGG1. O grupo
DMH+/Jucara+ apresentou reducao significativa (p=0,0054) no nimero total de FCA
na mucosa colorretal de ratos induzidos a carcinogénese, quando comparado ao
grupo DMH+/Jucara-. Da mesma forma, analise considerando focos iguais ou
inferiores a 3 criptas (p=0,0381) e superiores a 3 criptas (p=0,0024) também
apresentaram reducdo no numero de FCA do grupo DMH+/Jucara+ quando
comparado ao grupo DMH+/Jucara-. Quanto a analise da expressdo das enzimas de
estresse oxidativo, o grupo DMH+/Extract apresentou menor expressao de SOD1
comparado ao grupo DMH+/Jucara- no infiltrado inflamatério intratumoral (p = 0,012)
e nas células tumorais (p=0,022). Além disso, o grupo DMH+/Jucara+ apresentou
uma expressao de GPx significativamente maior (p<0,019) do que o mostrado no
grupo DMH+/Jucara- nas células do infiltrado inflamat6rio intratumoral. Por outro
lado, ndo houve diferenca significativa entre a expressdo de OGG1, tanto no
infiltrado inflamatério intratumoral quanto nas células tumorais (p=0,102). Observou-
se neste experimento que o acai Jucara pode ser um aliado na prevengdo nos
estagios iniciais do cancer colorretal, visto a redu¢cdo do niumero de FCA no epitélio
do cdlon e ainda que as espécies reativas de oxigénio geradas apds a administracéo
de DMH foram efetivamente eliminadas pelo tratamento com suplementacdo de
Jucara, aliviando o estresse oxidativo.

Palavras-chave: Cancer colorretal, estresse oxidativo, imunomarcadores,
biomarcadores, imunohistoquimica.



ABSTRACT

The Acai Jucara (Euterpe edulis Martius) is a native palm tree from the Atlantic
Forest, which belongs to the Arecaceae family. It produces small fruits that have high
energy value and considerable levels of antioxidant compounds, such as
anthocyanins. Colorectal cancer is a “lifestyle” disease, so an antioxidant-rich diet
helps prevent it by activating cytoprotection pathways and the antioxidant cell
response by inducing transcription of various genes. Thus, the objective of this
project was to evaluate the effect of Jucara supplementation, in the form of
lyophilized juice and extract, on the tumor development process by counting aberrant
crypt foci (FCA) and analyzing the expression of SOD1, GPx and OGG1, oxidative
stress pathways and DNA repair in rats induced by colorectal carcinogenesis. For
this, 38 Wistar rats were used, 10 with healthy bowel as negative control DMH-
/Jucara- and the remaining 28 were induced by 1,2dimethylhydrazine (DMH)
colorectal tumorigenesis and divided into 3 groups: carcinogenesis-induced group
(DMH+/Jucara-), containing 12 animals, group supplemented with Jucara juice
(DMH+/Jucara+), with 10 animals, group supplemented with Jucara extract
(DMH+/Extract), containing 6 animals. Supplementation with juice and lyophilized
extract occurred three times a week by gavage until the 23 weeks. At week 10, four
animals from the DMH-/Jucara-, DMH+/Jucara- and DMH+/Jucara+ groups and two
animals from the DMH+/Extract group were euthanized for analysis of pre-neoplastic
lesions. And at week 23 the remaining animals from all groups were euthanized for
removal of lesions larger than 0.1 cm, which were fixed, histologically processed and
stained with Hematoxylin-eosin for diagnosis. Lesions classified as tubular
adenocarcinoma were submitted to immunohistochemistry for proteins SOD1, GPx
and OGGL1. The DMH+/Jugara+ group showed a significant reduction (p=0.0054) in
the total number of ACF in the colorectal mucosa of rats induced by carcinogenesis,
when compared to the DMH+/Jucara- group. Similarly, analysis considering foci
equal to or less than 3 crypts (p=0.0381) and greater than 3 crypts (p=0.0024) also
showed a reduction in the number of ACF from the DMH+/Jugara+ group when
compared to the DMH+/Jucara- group. Regarding the analysis of the expression of
oxidative stress enzymes, the DMH+/Extract group showed lower SOD1 expression
compared to the DMH+/Jucara group in the intratumoral inflammatory infiltrate
(p=0.012) and in the tumor cells (p=0.022). In addition, the DMH+/Jucara+ group
showed significantly higher GPx expression (p<0.019) than that shown in the
DMH+/Jucgara group in the cells of the intratumoral inflammatory infiltrate. On the
other hand, there was no significant difference between the expression of OGG1 in
both intratumoral inflammatory infiltrate and tumor cells (p=0.102). It was observed in
this experiment that acai Jucara may be an ally in the prevention of the early stages
of colorectal cancer, given the reduction in the number of ACF in the colon epithelium
and that reactive oxygen species generated after DMH administration were
effectively eliminated. by treatment with Jugara supplementation, relieving oxidative
stress.

Keywords: Colorectal cancer, oxidative stress, Immunomarkers, biomarkers,
immunohistochemistry
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1 INTRODUCAO

Céancer € um conjunto de doencas que atinge mais de 14 milh6es de adultos
no mundo. Para o ano de 2018, ocorreram 18,1 milhdes de novos casos, com 9,6
milndes de morte por cancer mundialmente. Sua distribuicdo geografica esti
estritamente relacionada a fatores ambientais e ao estilo de vida, gerando enorme
impacto socioecondmico, pois exige tratamento individualizado, longo, exaustivo e
ainda caro para os sistemas de salude (GLOBOCAN, 2019).

Em relacdo ao Céancer Colorretal (CCR), observa-se heterogenicidade em
sua etiopatogénese sendo descritas trés diferentes vias para o seu desenvolvimento.
A maioria dos tipos de CCR surge a partir da mutacdo do gene APC que permite a
proliferacdo descontrolada de células epiteliais com a formacdo do adenoma. As
vias que correspondem a este tipo de mutacdo sdo a Via de Instabilidade
CromossOmica e de Instabilidade de Microssatélites. A terceira via, conhecida como
Via do Serrilhado inicia-se como mutagcbes no gene BRAF que culmina com
desenvolvimento de lesdes serrilhadas que levam a formacéo de polipos (SNOVER,
2011).

Em seguida, em todas as vias ocorrem eventos de mutacdes adicionais, em
ordem relativamente aleatéria, com a progressdo eventual de um pequeno
subconjunto de adenomas convencionais para carcinoma com estadios
intermediarios, mostrando graus crescentes de displasia e, consequentemente, no
carcinoma in situ. Todo este processo evolui gradativamente por 10 a 15 anos, o que
propicia condicfes ideais a sua deteccdo precoce e aumenta a chance de
sobrevivéncia do paciente (SAHA et al., 2002; SNOVER, 2011; HABR-GAMA et al.,
2012).

Como muitas outras neoplasias, 0 CCR é uma doenca também heterogénea
em relacdo ao fenotipo tumoral, fatores de risco, predisposicdo genética e resposta
ao tratamento. E, como resultado pode ser classificado em grupos com relevancia
clinica usando caracteristicas de patologia molecular (YOUNG, 2007).

O CCR é considerado uma doenca do “estilo de vida”, pois as maiores
incidéncias ocorrem em paises com habito alimentar rico em consumo de carnes

vermelhas e carnes processadas, pouca ingestéo de frutas, legumes e verduras, alta
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prevaléncia de obesidade e sobrepeso, inatividade fisica, consumo de alcool e
tabagismo (TORRE et al., 2016).

Além do estilo de vida, fatores genéticos e ambientais influenciam diretamente
nos estagios de iniciacdo, promocédo e desenvolvimento do cancer colorretal. Cerca
de 75% dos casos sdo de origem esporadica, causadas por fatores ambientais
(dieta, depressédo, uso de alcool, tabaco e micro-organismos) e 20% s&o de origem
hereditaria. No entanto, alimentacao diversificada em frutas, legumes e verduras
auxilia na protetocdo da mucosa intestinal. Desta forma, o consumo de alimentos
ricos em compostos bioativos com caracteristicas antioxidantes € essencial para a
reducado do risco de desenvolvimento deste tipo tumoral (CRUZ et al., 2004; ASSIS,
2011).

Neste contexto, o fruto da palmeira Jucara vem se destacando no cenario
nacional devido a sua composic¢ao rica em compostos antioxidantes, principalmente
antocianinas e, por isso ela apresenta efeitos benéficos a saude reduzindo o risco de
doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, do mesmo modo que estdo
associadas a efeitos anti-inflamatérios, anticarcinogénico, antidiabético e
antimicrobiano (HE e GIUSTI, 2010; TSUDA, 2012).

Alguns compostos fendlicos, presentes no Jucara, atuam na regulacdo de
véarias vias de sinalizacdo, como a via de transcricdo de genes citoprotetores, que
abrange a superéxido dismutase (SOD-1), glutationa peroxidase (GPx), tiorredoxina
(Trx) e Ahr (aril-hidrocarboneto), além de genes relacionados ao reparo do DNA
como a endonuclease apurinica/apirimidica 1 (APE1l) e 8-oxoguanina DNA
glicosilase (OGG1) (MITSUISHI et al., 2012). Algumas destas substancias atuam na
neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio, atuando na reducédo do tamanho do
tumor e no aumento da longevidade dos pacientes além de ser Uteis na reducéo dos
efeitos colaterais da quimioterapia e radioterapia por reduzir sua toxicidade (WEIJL
et al., 1997).

Desta forma, este trabalho traz em discussdo os efeitos da alimentacdo na
expressao de proteinas relacionadas ao desenvolvimento de cancer colorretal, a fim
de avaliar o impacto que a suplementacdo com produto rico em compostos
bioativos, como é o fruto da palmeira Jucara, possui na tumorigénese e assim,
auxiliar no entendimento e avaliagdo da evolucdo clinica do paciente portador de

cancer colorretal ou mesmo na conduta terapéutica a ser tomada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais e Epidemiologia do Cancer Colorretal

O cancer colorretal esta entre as principais causas de morbimortalidade em
todo o mundo, representando assim grande problema de saude publica mundial
(FAVORITI et al.,, 2016). Atualmente, é a quarta maior causa de mortalidade no
mundo e a terceira causa mais comum de cancer, sendo superado em incidéncia
apenas pelos tumores de pulmdo e mama (LABIANCA et al., 2013; TORRE et al.,
2015, WHO, 2018).

No mundo, surgem anualmente 1 milhdo de novos casos de CCR. O indice de
mortalidade desta doenca € superior a 500 mil e sua distribuicdo mundial varia entre
os diferentes paises de acordo com o estilo de vida da populacdo. Paises
desenvolvidos da América do Norte, Europa, Austrélia, Nova Zelandia e na parte sul
da América do Sul juntos apresentam 60% da incidéncia de CCR. A sobrevida média
global para este tipo de cancer se encontra em torno de 59% em paises
desenvolvidos e 42% em paises em desenvolvimento, podendo chegar a 90% se a
doenca for diagnosticada em estagio inicial. Em paises como os Estados Unidos,
onde ha diagnostico precoce e remocéo de lesGes pré-neoplasicas, nota-se padréo
estavel ou de diminuicdo da incidéncia nos ultimos anos (JEMAL et al., 2011; LEE et
al., 2013; INCA, 2016; FAVORITI, 2016).

Esta distribuicdo desigual do CCR ocorre devido a condicdo socioecondmica
das populacbes, variabilidade de exposi¢cdo aos principais fatores de risco, com
nitido aumento da prevaléncia em paises desenvolvidos, e ainda um constante
crescimento dos casos de CCR nos paises em desenvolvimento (FERLAY et al.,
2010; JOHNSON et al., 2013; FAVORITI, 2016).

A grande extensdo do territorio brasileiro também permite incidéncia
diferencial do CCR. Dados obtidos do INCA mostraram que na Regido Sudeste, o
CCR é o segundo mais frequente, com 23,29 a cada 100 mil, ao passo que nas
regides Sul e Centro-Oeste, ele ocupa a terceira colocagdo com 22,17/100 mil e
16,95/100 mil, respectivamente. Se considerarmos as Regides Nordeste (7,98/100
mil) e Norte (4,97/100 mil), ocupa a quarta posicao (INCA, 2019).
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Com o aumento da expectativa de vida, a progressiva industrializacéo e a
globalizacéo, esta ocorrendo aumento dos casos desta neoplasia. O CCR é o tipo de
cancer mais frequente para ambos 0s sexos, estima-se para o ano de 2018, no
Brasil, o surgimento de 36.360 novos casos de cancer colorretal, sendo 17.380 em
homens e 18.980 em mulheres. Para o ano de 2020, estima-se o0 sugimento de
86.154 casos de cancer colorretal em todo o territdrio nacional (INCA, 2019;
GLOBOCAN, 2018).

Além da alta incidéncia do CCR, héa discreta predilecdo por individuos com
idade superior a 40 anos, prevalecendo os maiores indices em pessoas com idade
acima de 60 anos e pertencentes ao sexo feminino (FIGUEIREDO et al., 2014).
Devido a alta incidéncia, estratégias de rastreamento que visem deteccdo precoce

sdo essenciais para a diminuicdo das mortes em decorréncia deste tipo de tumor.

2.2 Etiopatogénese

O Céancer Colorretal refere-se as neoplasias que acometem o célon, a juncéo
retossigmaoide, o reto, o &nus e o canal anal. Devido a vasta distribuicdo anatdmica e
diferencas de estrutura, serdo utilizadas diferentes modalidades de tratamentos. A
distribuicdo deste tipo de cancer ao longo do intestino grosso apresenta uma
predominéancia pelos segmentos distais (GOMEZ et al., 2004), sendo cerca de 40%
de casos no colon proximal (célon, ascendente e célon transverso), 30% no célon
distal (c6lon descendente e cdélon sigmoide), e 30% no reto (HOWLADER et al.,
2015).

O principal tipo histolégico de céancer colorretal é o adenocarcinoma,
responsavel por cerca de 95% dos casos. Os demais tipos histolégicos incluem o
adenocarcinoma mucinoso, carcinoma de células escamosas e carcinomas
indiferenciados (VASQUES e PERES, 2010).

O processo de tumorigénese colorretal se caracteriza pelo acumulo de
mutacOes epigenéticas em genes supressores tumorais, oncogenes € genes
associados ao reparo do DNA que resultam na transformacdo celular do epitélio
colorretal. Este processo é percebido pelo aparecimento de Focos de Criptas
Aberrantes (FCA) e lesbes pré-neoplasicas no epitélio do colén, que sé&o

caracterizadas por alteracdes morfolégicas nas criptas de Lieberkiihn com aberturas
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terminais alteradas, tamanho maior que as criptas adjacentes e espessamento
epitelial com células proeminentes (SIU et al., 1997; CHENG e LAI, 2003).

Os FCA podem ser abaulados, concavos ou planos e quando corados com
azul de metileno ficam mais escuros que o tecido epitelial normal, permitindo assim o
seu reconhecimento. Eles podem ser avaliados e caracterizados quanto ao namero,
distribuicdo ao longo do colén e tamanho. Nem todos os FCA evoluem para uma
displasia, porém sabe-se que o0 processo de tumorigénese inicia-se com 0 seu
surgimento (FENOGLIO-PREISER e NOFFSINGER, 1999).

O conhecimento e desenvolvimento da Biologia Molecular permitiu a
compreensdo dos mecanismos e vias moleculares responsaveis pelo
desenvolvimento do CCR. Sao conhecidas trés vias moleculares responsaveis pela
progressdo tumoral: a via de Instabilidade Cromossémica (CIN), a via de
Instabilidade de Microssatélite (MSI) e a via do Serrilhado. Essas diferentes vias
permitirdo que haja diferenca histopatoldgica que acarretam em diferentes fendtipos,
prognéstico e tratamentos (FEARON e VOLGESTEIN, 1990).

A via de Instabilidade Cromossdmica, primeiramente descrita por Fearon e
Volgestein em 1990, apresenta mutacdes que geram uma série de eventos
ordenados em que transformag¢des nas mucosas normais do célon ou reto culminam
com adenoma precoce, em seguida, ao adenoma avancado e finalmente, com o
carcinoma invasivo, em um processo conhecido como Modelo Adenoma-Carcinoma
(FEARON e VOLGESTEIN, 1990; PINO e CHUNG, 2010). Todo este modelo é
baseado em mutacbes em diferentes tipos de genes que estdo envolvidos nos
diferentes estagios de formacédo de adenomas e adenocarcinoma colorretais (PINHO
e ROSSI, 1999).

A mutacdo chave inicial de transformacdo (mucosa normal-adenoma precoce)
é resultado da mutacdo no gene supressor tumoral APC (Adenomatous polyposis
coli), seguida pela ativacdo de mutacdes no oncogene KRAS (Figura 1).
Sequencialmente, a transformacédo maligna segue com muta¢cdes em varios outros
genes como TP53, fator de crescimento-f e PISKCA (PINO e CHUNG, 2010;
VARELA-REY et al., 2013).
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APC/8-Catenina KRAS e outros TP53, PI3KCA
oncogenes LOH 18q

: ~l¢ 0o v C:O’
000 ™ :c... = o :.ﬂ 0...0.":0

Epitélio Normal Adenoma Inicial Adenoma Tardio Cancer

Aumento da CIN

Figura 1. Via de Instabilidade Cromossdmica de modelo genético de carcinogénese colorretal
em varias etapas. O passo inicial ocorre pela inativacao do gene APC. A progressao do Adenoma
Inicial ao Adenoma tardio requer mutacdes que ativem o oncogenes KRAS que levam ao aumento da
expanséo celular clonal. Mutacdes nos genes TP53 e a perda da heterozigosidade do braco longo do
cromossomo 18 (LOH 18q) conferem vantagens adicionais de crecimento das células tumorais
invasivas. Mutacdes no gene PISBKCA ocorrem em pequenas propor¢des na sequéncia adenoma-
carcinoma. Adaptado de Mundade et al. (2014).

Os genes KRAS e APC estdo envolvidos em processos iniciais, como na
formacao de Focos de Criptas Aberrantes e adenomas, e TP53 esta envolvido na
formacéo de adenocarcinomas (FEARON e VOLGESTEIN, 1990).

O APC é um gene supressor de tumor que age como uma barreira na
sequéncia adenoma-carcinoma, tendo como uma de suas funcdes a regulacéo
intracelular de B-catenina. Em condi¢Bes fisiologicas, o APC é responsavel pela
manutencao de niveis baixos dessa proteina no nucleo, por meio da formacéo de ao
complexo APC/B-catenina que permite o transporte da B-catenina do nlcleo ao
citoplasma onde a mesma sera degradada, impedindo assim, a transcricdo de
multiplos genes envolvidos na proliferacao celular. Desta forma, a APC mutada nao
consegue se ligar a B-catenina que entdo, no nudcleo, ir4 transcrever genes
responsaveis pela proliferacdo, apoptose e controle das mudancas de fase do ciclo
celular. Estas mutacbes da APC originam a polipose adenomatosa familiar
(HERNEGGER et al., 2002; KNUDSEN et al., 2003; KIM et al., 2008; MARKOWITZ
et al., 2009; MUNDADE et al., 2014).

Para que ocorra a proxima fase da carcinogénese colorretal (adenoma inicial
em adenoma tardio), € necessario que ocorra mutacdo no oncogene KRAS
(frequentemente nos coédons 12 e 13). O KRAS pertence a familia de oncogenes
RAS e esta mutado em aproximadamente 30-50% dos canceres colorretais. As
proteinas pertencentes a esta familia tém importante papel na sinalizacdo e

proliferacdo celular, diferenciagcdo, invasdo local, metastase e apoptose
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(MALUMBRES e BARBACID, 2003; SEBOLT-LEOPOLD e HERRERA, 2004; TAN e
DU, 2012). Apesar da sua importancia, a mutacdo neste gene ndo é suficiente para
o desenvolvimento do cancer, havendo necessidade de alteracbes genéticas em
genes supressores de tumor tais como o gene TP53 e oncogenes como o PI3BKCA
(FEARON, 2011).

Também pertencente a via de instabilidade cromossémica, o gene TP53 é
ativado para reparo de danos celulares ou entdo induzindo a apoptose celular
qguando tal reparo ndo é possivel (JORDE et al., 2000; OIKAWA et al., 2005). Esses
mecanismos celulares ativados pela p53 s&o uma importante etapa na
carcinogénese colorretal. Mais de 50 tipos diferentes de tumores estéo relacionados
ao gene TP53 e, a interacdo de p53 com outras proteinas permite que haja a
promocado da inflamacao e proliferacdo celular em CCR (LOSI et al.,1996; SWAMY
et al., 2003; OIKAWA et al., 2005). MutacBes no gene TP53 ja sdo marcadores
universais em diversos tipos de tumores e, perda de funcdo desta proteina é
relatada em 4%-26% de adenomas, 50% dos adenomas invasivos e em 50%-75%
dos CCRs, mostrando assim, seu papel na transicdo adenoma-carcinoma (LESLIE
et al., 2002).

Além da via de Instabilidade CromossOmica, existe outro mecanismo
envolvido no desenvolvimento do cancer colorretal que é a Via de Instabilidade de
Microssatélites. Aproximadamente 15% dos CCR esporadicos estdo associados a
esta via que se manifesta com a inativacdo das proteinas de reparo do DNA
(mismatch repair — MMR). Estas proteinas séo responsaveis pela correcdo dos erros
de emparelhamento de nucleotideos que ocorrem durante a replicagdo do DNA
(LOSSO et al., 2012; MUNDADE et al., 2014).

A causa mais frequente para a via de Instabilidade de Microssatélites ocorre
pela hipermetilacdo das ilhas CpG de varios genes, entre eles o gene MLH1. Essas
mudancas epigenéticas afetam a funcdo dos genes, sem mudancas genéticas, e
impedem que estes genes sejam transcritos, causando assim, o silenciamento do
gene e a expressao deficiente da proteina (SOREIDE et al., 2006; GEIERSBACH e
SAMOWITZ, 2011).

Assim como a via de Instabilidade Cromossomica, a via de instabilidade de
microssatélites € conduzida pelo dano do gene de APC. E, o silenciamento ou
expressao deficiente dos genes MMR permite que ocorra maior numero de

mutacOes em genes alvos especificos envolvidos na proliferacdo e diferenciacao
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celular, tais como receptor Il do fator de crescimento transformante 3 (TGFBRII),
proteinas envolvidas na regulacdo da apoptose e outros, levando a tumores mais
invasivos (Figura 2) (ARMAGHANY et al., 2012; MUNDADE et al., 2014).

® 0
( 0
. . . . Perdade APC . 0 o MutagaesemBAX‘a ‘ ":

Inativagio das @ TGFBRIl e outros
genes MMR . ] . genes . (] ()

Epitélio Normal Adenoma Tardio Céncer

Aumento da MSI

Figura 2. Via de Instabilidade de Microssatélite (MSI) envolvida no processo de
desenvolvimento do CCR. A via MSI é conduzida por mutagdes no gene APC e, € determinada pelo
silenciamento de genes de reparo (MMR). Esta falha no sistema de reparo celular gera mutagcbes em
genes relacionados a proliferagédo e diferenciacao celular, como o TGFBRII e, proteinas envolvidas na
regulacdo da apoptose, como BAX e outros. A mutacdo nestes genes leva a progressdo de

adenomas para cancer invasivo. Adaptado de Mundade et al. (2014).

Existe outra via recentemente descrita, denominada via dos Podlipos
Serrilhados que recebeu este nome pela aparéncia morfologicamente serrilhada das
lesbGes precursoras. Esta via corresponde a aproximadamente 30% dos CCR e,
diferentemente das vias de Instabilidade Cromossdmica e Instabilidade de
Microssatélite que séo principalmente iniciadas por mutacdes no gene APC, a via do
Serrilhado é desencadeada por mutacdes e silenciamento dos genes BRAF e KRAS,
envolvidos em processos de diferenciacao celular, reparo de DNA e controle do ciclo
celular, além de inibir a apoptose normal das células epiteliais do célon (SNOVER,
2011; MUNDADE, 2014).

Ambos os genes KRAS e BRAF codificam quinases que pertencem a cascata
das MAPK que, por sua vez, regulam processos vitais no controle da proliferacéo,
diferenciacao e apoptose. Mutacdes nestes genes resultam em ativagao constitutiva
da via MAPK/ERK que resultara na inativacdo ou perda de funcéo de genes como o
pl6, p53, PIBKCA que séo responsaveis pela proliferacdo celular descontrolada,
aumento da sobrevida celular, invasdo e metastase. As alteracdes genéticas que

ocorrem nessa via ainda ndo sao totalmente esclarecidas e existe grande
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variabilidade de mudancas moleculares descritas (Figura 3) (YAMADE, 2014;
JSPEERT et al., 2015).
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Figura 3. Via dos Pdélipos Serrilhados. Esta via é desencadeada por mutagbes no gene BRAF que
geram um aumento da sinalizacdo da via MAPKs / ERK, levando a mutacdes e metilagbes em outros
genes tais como TP53, p16, entre outros que estdo diretamente relacionados ao desenvolvimento de
céancer colorretal. Adaptado de Mundade et al. (2014).

Toda essa descoberta molecular do desenvolvimento do cancer colorretal
somente foi possivel por meio do estudo das sindromes genéticas como a sindrome
de Lynch (HNPCC) e a polipose adenomatosa familiar (PAF). As mutacdes relativas
a PAF frequentemente estdo relacionadas ao cromossomo 5 e, aquelas da sindrome
de Lynch caracterizam-se por modificagcdes nos genes de reparo (MMR) (LYALL et
al., 2006). Apesar do vasto conhecimento sobre essas sindromes, elas
correspondem a apenas 20% de todos os casos de CCR. Os demais 80% dos casos
de CCR ocorrem de forma esporadica (ASSIS, 2011; MUNDADE et al., 2014).

A polipose adenomatosa familiar (PAF) é uma doenca hereditéaria,
autossémica dominante, causada por mutacdo no gene APC, localizado no braco
longo do cromossomo 5 (WOOD et al.,, 2014). Esta doenca é caracterizada pelo
desenvolvimento de multiplos adenomas ou poélipos no colén e reto, durante a
segunda ou terceira década de vida, com alto risco de desenvolvimento tumoral se
nao tratado precocemente. Pacientes com PAF tem forte predisposi¢cdo para inicio
precoce de CCR, bem como outras malignidades (ARNASON et al., 2014; LEOZ et
al., 2015). A ocorréncia da PAF varia entre 1/7.000 a 1/16.000 nascidos vivos, sendo
responsavel por menos de 1% dos casos de cancer colorretal, apresentando
penetrancia de aproximadamente 100% aos 35-40 anos (BURT et al., 1990;
GALIATSATOS e FOULKES, 2006).
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Nos ultimos anos tem se dado muita atencdo para as formas atenuadas da
doenca que podem ser ocasionadas por mutacées no éxon 9 do gene APC ou por
mutacdes bialélicas nos genes MUTYH, apresentando padrdo de heranca recessivo.
A Polipose Adenomatosa Familiar Atenuada (PAFA), por sua vez, é caracterizada
por apresentar idade tardia no diagnostico, aparecimento do CRR, presenca de
menos de 100 polipos e maior distribuicdo proximal dos poélipos nas neoplasias do
colon (HERNEGGER et al., 2002; KNUDSEN et al., 2003).

Existe ainda outra sindrome autossémica dominante rara, a Polipose Juvenil,
em gque mutacdes no gene SMAD4/DPC4 levam ao aparecimento de 10 ou mais
pélipos juvenis que ocorrem principalmente no coélon. A manifestacdo desta
sindrome ocorre geralmente entre quatro e 14 anos de idade (MANGO et al., 1994;
HAMILTON e AALTONEN, 2000).

Também, a sindrome de Peutz-Jeghers, é uma doenca hereditéria
autossémica dominante rara que estd associada ao CCR. O desenvolvimento desta
sindrome gera o surgimento de multiplos pdélipos em todo o trato gastrintestinal,
acompanhada de pigmentacéo escura geralmente ao redor dos labios, mucosa oral,
lingua, nariz e as vezes também em volta dos olhos (HYER, 2001). Além disso,
pacientes com esta sindrome tem elevado risco de desenvolvimento de neoplasias
em multiplos 6rgdos como célon, mama, ovario, Utero, cérvix, pulméo e testiculo
(LOPES et al., 2004).

Assim, como as mutagdes nos genes supressores tumorais, as mutagdes nos
genes de reparo sao outro passo-chave no desenvolvimento do CCR. Dentre as
sindromes associadas a mutacdes nestes genes, a Sindrome de Lynch é a mais
comum delas e aumenta em até 80% o risco de desenvolvimento de CCR
(MENSENKAMP et al., 2014). Esta sindrome é definida pela inativacdo dos genes
de reparo (MSH2, MLH1, MSH6) (CARETHERS et al., 2013).

Além do céancer do intestino grosso a HNPCC desencadeia outros tipos de
cancer, como do endométrio, estbmago, intestino delgado, retroperitbnio, trato
urinario, ovarios e cérebro (WIN, et al., 2012; MILLS et al., 2014). Este tipo de
cancer apresenta pequeno numero de polipos e penetrancia de 80% a 90%
(LYNCH, 1996).
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2.3 Sobrevida e Prognéstico

A sobrevida de pacientes com CCR em 5 anos esta entre 50% e 60% e é
maior nos estagios iniciais (65 a 92%) do que nos estagios avancados (12%)
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Muitos casos de CCR séo detectados a
partir da presencga de sinais ou sintomas, que normalmente aparecem somente em
fases mais avancadas da doenca. Os principais sintomas do céancer colorretal s&o
alteracdo nos habitos intestinais, incluindo diarréia ou constipacdo, mudanca na
consisténcia das fezes em periodo maior de quatro semanas, sangramento retal ou
sangue nas fezes, desconforto abdominal persistente como cdlicas, gases ou dor,
fraqueza ou fadiga e perda de peso sem causa conhecida (SCHMOLL et al., 2012).

No entanto, a maioria das pessoas ndo apresentam sintomas nos estagios
iniciais da doenca e nestes casos a neoplasia pode vir a ser detectada por meio de
rastreamento ou vigilancia (SCHMOLL et al., 2012). O rastreamento € recomendado
para todos os adultos com idade superior a 50 anos e baseia-se no exame de
colonoscopia e na deteccdo de sangue nas fezes. Ele € capaz de identificar o CCR
ainda nas fases iniciais, antes mesmo que 0 paciente comece a apresentar algum
tipo de sintoma, uma vez que, o diagndstico precoce é uma das armas mais
poderosas para prevencao deste tipo de cancer (CARROLL et al., 2014; LIN et al.,
2013). Embora, no Brasil as politicas publicas de prevencédo e rastreamento do
cancer colorretal ndo sejam téo eficientes, esta pratica € orientada e preconizada por
sociedades médicas e organizacfes de saude (GELLAD e PROVENZALE, 2010).

A deteccdo do CCR se baseia em teste de sangue oculto nas fezes, exame
fisico com toque retal ou por diagndstico por imagem que permitem além da
deteccdo, o estadiamento clinico. A colonoscopia, além da deteccdo da leséo
neoplasica, permite a deteccdo de lesBes sincrénicas e a bidpsia do tumor para o
diagndstico histopatoldgico em um mesmo procedimento (SCHMOLL et al., 2012;
LIN et al., 2013). Estudos realizados nos Estados Unidos e Reino Unido vém
demonstrando que esta deteccdo precoce reduz a taxa de mortalidade dos
pacientes e também a incidéncia de CCR (ATKIN et al.,, 2010; SCHOEN et al.,
2012).

Desta forma, a mortalidade dos pacientes com CCR depende do estagio em
que a doenca é dignosticada, sendo que quanto mais cedo é o diagndstico, maior é

a sobrevida. Maringe e colaboradores (2013) realizaram um estudo comparando a
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fase de diagnostico e sobrevivéncia por CCR em seis paises durante os anos de
2000 a 2007. A partir dos dados de registros de cancer de base populacional da
Australia, Canada, Dinamarca, Noruega, Suécia e Reino Unido, os pesquisadores
observaram que mesmo em paises desenvolvidos ha discrepancia nas taxas de
sobrevida e isto pode ser explicado pelas diferencas e atrasos no diagnostico, o
desconhecimento dos sintomas e as dificuldades de acesso ao rastreamento ou ao
diagnoéstico endoscoépico. Assim, paises que tenham boa politica de prevencéao e
consequentemente melhor acesso aos servicos de saude apresentam as melhores
taxas de sobrevida.

O tratamento do céancer colorretal depende, principalmente, do estadiamento,
da localizacdo do tumor e da extensdo da doenca. A resseccao cirargica € o
procedimento mais utilizado, porém, em alguns casos interven¢des de quimioterapia
e radioterapia podem ser necessarias (LABIANCA, 2013; INCA, 2016).

2.4 Fatores de Risco e Protecao

O cancer colorretal, uma doenca multifatorial, apresenta um conjunto de
fatores de risco responsaveis pelo desenvolvimento da doenca (BRENNER et al.,
2011). Os habitos de vida como tabagismo, ingestdo de alcool, consumo de carne
vermelha ou processada, doencas inflamatoérias intestinais, diabetes mellitus,
sindromes metabdlicas, sedentarismo e obesidade sdo considerados os principais
fatores de risco desencadeadores desta neoplasia (SIEGEL et al., 2017).

O uso de tabaco é considerado um importante fator de risco, pois, a fumaca
do cigarro apresenta mais de 7.000 substancias, dentre elas, compostos
carcinogénicos e genotoxicos que podem chegar ao célon por meio do sistema
circulatério ou pela ingestéo direta (LIMSUI et al., 2010).

Diversas pesquisas mostram a relacdo entre o tabagismo e o cancer
colorretal (CHENG et al., 2015; JAYASEKARA et al., 2018, LEE et al., 2019). Rasool
e colaboradores (2013) observaram aumento das taxas de mortalidade e reducao na
idade do surgimento do CCR, quando compararam fumantes e ex-fumantes. Além
de acumularem comorbidades, influenciando a mortalidade por outras causas, 0s
fumantes tém maior risco de desenvolvimento tumoral, uma vez que o uso de tabaco

em até 20 anos permite o surgimento de pequenos polipos, mas, quando O uso
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ultrapassa 20 anos ocorre o desenvolvimento de pdlipos grandes e a exposi¢ao
superior a 35 anos favorece o0 aparecimento de carcinoma colorretal
(GIOVANNUCCI, 2001; RASOOL et al., 2013; WALTER et al., 2014).

Além disso, o consumo de alcool associado ao tabagismo € considerado
como o maior fator de risco para o desenvolvimento do CCR. O &lcool potencializa
os efeitos do tabaco além de suprimir a vigilancia imunologica de tumor, induzindo
alteracdes que incluem a atraso no reparo do DNA, metilacdo de genes supressores
de tumor e desacetilacdo das histonas. Também altera o metabolismo do folato,
efeito genotoxico do acetaldeido e aumento dos niveis de estrogénio (CHAN et al.,
2011; MESSINA et al., 2012; SONG et al., 2015).

Estudos epidemioldgicos tém destacado o papel da dieta e estilo de vida para
o risco de desenvolvimento tumoral, dados mostraram que a obesidade e o
sedentarismo associados levam ao risco de cerca de 60% de desenvolvimento de
cancer de colon (ALEKSANDROVA et al., 2013).

A pratica regular de atividade fisica estd associada a reducéo na incidéncia e
mortalidade por cancer colorretal, enquanto obesidade e excesso de peso corporal
aumentam as chances de adenomas colorretais, que sdo precursores da doenca
(MORIKAWA et al., 2013). Isto ocorre, pois o exercicio fisico diminui concentragdo
de leptina, as taxas da proteina C reativa e a pressao arterial, além de facilitar a
perda de peso, diminuir a insulina e fatores de crescimento semelhantes a insulina,
melhorar a resposta imune e promover a producdo de IL-6 e diminuicdo da
expressdo do INOS e TNF-a no plasma e na mucosa colbnica, aumentando a
imunidade (DURKO e MALECKA-PANAS, 2014).

A alimentacdo inadequada pode aumentar a vulnerabilidade da mucosa a
agentes carcindgenos, além de influenciar diretamente os estagios de iniciacao,
promocao e progressao do CCR. Uma vez ingeridos, 0s alimentos promoverao uma
modificacdo na mucosa do célon, causando danos diretos ao DNA pelos produtos da
peroxidacao lipidica, mudancas no metabolismo da microbiota intestinal e reducao
da protecdo devido a inadequada ingestdo de antioxidantes (LESER e SOARES,
2001; SCOTT-STUMP e MAHAN, 2002).

As gorduras, quando presentes em excesso no duodeno, estimulam maior
secrecdo de sais biliares que, por sua vez, exercem funcao detergente, podendo
gerar danos ao tecido e aumentar a proliferagao celular (LESER e SOARES, 2001).

Ainda, o consumo diario de carnes processadas eleva em 25% o risco de
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desenvolvimento de cancer de colon e, a 31% para o cancer de reto. Este aumento
ocorre, pois o ferro quando em excesso produz radicais livres, que levam ao
estresse oxidativo e compostos nitrosos que danificam a mucosa intestinal. O
estresse oxidativo por sua vez, estimula expressao de varias citocinas, aumentando
assim, a citotoxidade e estimulo a resposta inflamatéria (SCOT-TSTUMP e MAHAN,
2002; CROSS et al., 2004; CHAN et al., 2011).

Por outro lado, a dieta tradicional mediterrdnea, com alto consumo de
verduras, frutas e vegetais esta relacionada a reducédo do risco de cancer colorretal.
Isto ocorre devido ao efeito de alguns compostos bioativos presentes nesses
alimentos, como as vitaminas A, E e C, carotendides, selénio, folato, tocoferois e
compostos fenolicos, que constituem os principais antioxidantes derivados da dieta
(LESER e SOARES, 2001). Segundo o Relatério Mundial da Saude (2003), uma
dieta pobre nestes alimentos esta listada entre os 10 principais fatores de risco que
contribuem para a mortalidade no mundo (WHO, 2003).

As fibras presentes em grande quantidade nesta dieta mediterranea possuem
capacidade de absorver ou diluir substancias cancerigenas fecais, reduzir o tempo
de transito no célon, reduzir o pH do célon ou aumentar a producdo de &acidos
graxos de cadeia curta (CHAN et al.,, 2010). Dieta pobre em fibras pode gerar
problemas de constipacao crdnica e diverticulite, considerados fatores de risco para
0 CCR (LESER e SOARES, 2001).

Os antioxidantes estdo associados a neutralizacdo das espécies reativas de
oxigénio. Podem ser Uteis na reducdo dos efeitos colaterais da quimioterapia e
radioterapia por reduzir sua toxicidade. Existem evidéncias que o0 uso de
antioxidantes na intervencao terapéutica junto a quimioterapia auxilia na reducao do
tamanho do tumor e no aumento da longevidade dos pacientes (WEIJL et al., 1997).

Os compostos fendlicos, por exemplo, além do efeito antioxidante também
ajudam na reducdo da incidéncia de doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas. Do mesmo modo que estdo associados a efeitos anti-
inflamatorio, anticarcinogénico, antidiabético e antimicrobiano. As frutas como uva,
mirtilo, framboesa, amora, acai da amazobnia e o acai Jucara sado grandes fontes
destes compostos com atividade antioxidante e por isso, diversos estudos tém
buscado entender como a alimentagcédo baseada nestes alimentos pode interferir no
processo de carcinogénese (HE e GIUSTI, 2010; TSUDA, 2012).
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2.5 Acai Jucara

O Acai Jucara (Euterpe edulis Martius) é uma palmeira nativa do bioma da
Mata Atlantica, sendo encontrada nos remanescentes desta Floresta do Rio Grande
do Sul até o sul da Bahia, podendo também ser encontrado do Paraguai e Argentina.
Botanicamente o género Euterpe, pertencente a familia Arecaceae, que se encontra
distribuido na América Central e na América do Sul. No Brasil, extistem trés espécies
pertencentes a este género que apresentam elevado valor econémico, Euterpe
oleraceae, Euterpe uterpe precatoria Martius e Euterpe edulis Martius (SILVA et al.,
2004; LIMA et al., 2008).

O Jucara é popularmente conhecido como palmiteiro, Jucara, icara, ripa, entre
outros (SILVA et al., 2004; LIMA et al., 2008). Esta espécie produz um palmito de
excelente qualidade que tem grande aceitacdo no mercado nacional e também para
exportacdo. Por isso, sua regeneracdo natural ficou reduzida nas reservas naturais,
colocando-o0 como espécie ameacada de extingdo. A descoberta de alternativas para
0 uso sustentavel do Jucara representa uma alternativa de exploragdo da palmeira,
que além de agregar valor, contribuir para a conservacdo da espécie e ainda
aumentar a renda de produtores (BECKMANN-CAVALCANTE et al., 2012;
MARTINELLI e MORAES, 2013).

A polpa do Jucara é extraida de pequenos frutos arredondados que possuem
alto valor energético devido ao elevado teor de lipideos, além de possuir
consideraveis niveis de carboidratos, proteinas e minerais, especialmente potassio,
ferro e zinco (SILVA et al., 2004; FREGONESI et al., 2010). Além disso, apresenta
intensa coloracdo roxo-escuro devido a elevada concentracdo de antocianinas e,
possuem propriedades organolépticas e nutritivas similares as do acai da amaz6nia
(BORGES et al., 2011; FELZENSZWALB et al., 2013).

Estudos que avaliaram a caracterizacdo bromatolégica da polpa mostraram
composicdo, em base seca, constituida de lipideos (28,3 a 46,6%), sendo que acido
oleico (39,4%) e éacido linoleico (35,9%) sdo os acidos graxos insaturados
encontrados em maior propor¢cdo, e 0s outros componentes foram proteinas (6 a
7,5%) e cinzas (1,5 a 3,3%). Quanto ao conteudo de carboidratos, diversos estudos

apresentam dados com valores variando desde 28,3% a 42,5%, sendo que deste
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montante, cerca de 64% compreendem fibras (SCHAUSS et al., 2006; MENEZES et
al., 2008; DA SILVA et al., 2014; INADA et al., 2015; SCHULZ et al., 2015).

O total de minerais descritos na literatura para o Jucara foi de 8,8%, e, estes
compreendem 17 elementos quimicos: potassio, calcio, magnésio, fésforo, sodio,
ferro, manganés, zinco, enxofre, cobre, niquel, cobalto, selénio, cadmio, boro e
aluminio, sendo os 8 primeiros encontrados em maior abundéancia no Jucara (DA
SILVA et al., 2013; INADA et al., 2015). Uma revisao realizada por Schulz e
colaboradores (2016) apresentou dados de diversos trabalhos com a polpa do
Jucara e do Acai da Amazbnia e encontrou diferenca significativa na composi¢ao
das duas espécies, mostrando que o Jucgara tem teores muito maiores que o Acai
Amazonico. A caracterizacdo mineral evidenciou que os niveis de potassio, ferro e
zinco encontrados no Jucara foram de 47%, 37,5% e 21,6% superiores,
respectivamente, aos encontrados no agai amazonico.

O conteldo de vitaminas no Jucara também apresenta 6timas taxas podendo
ser considerado grande fonte de acido ascoérbico, uma vez que, uma porgéao de 100g
de Jucara contém 147 mg de acido ascérbico, valor superior ao recomendado, que
varia de 15 a 120 mg/dia, dependendo da idade e sexo (RUFINO et al.,, 2010;
SCHULZ et al.,, 2016). Este fruto também possui consideraveis conteudos de
vitamina C (186 mg/100gq), flavondides (91,3 a 375 mg/100g) e clorofila (20,8 e 21,5
mg / 100g) (RUFINO et al., 2010; RUFINO et al., 2011).

Os compostos fendlicos sdo importantes devido a sua atividade antioxidante
que reduz o estresse oxidativo e evita ou atrasa a oxidagao eliminando os radicais
livres (BATAGLION et al.,, 2014). O Jucara é fonte excepcionalmente rica de
compostos fendlicos e, foram identificados 11 diferentes compostos fendlicos em
sua composicdo, sendo os principais os acidos fendlicos flavonoides, fenol aldeido e
antocianinas. Dentre as antocianinas encontradas, destaca-se principalmente a
cianidina 3-glicosideo (1358 mg/100g de peso seco) (RUFINO et al., 2010; RUFINO
et al., 2011; SCHULZ et al, 2016). As antocianinas encontradas neste fruto tém
grande importancia para a industria alimenticia, uma vez que este fruto é
amplamente utilizado como fonte para a pigmentacao de alimentos (SCHULZ et al.,
2015).
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2.6 Antocianinas

As antocianinas pertencem a classe dos flavonoides (polifendis),
compreendem o maior grupo de pigmentos sollveis do reino vegetal e encontram-se
predominantemente em chas, mel, vinhos, frutas, vegetais, nozes, 6leo de oliva,
cacau e cereais (LILA, 2004; GONG et al., 2014). O termo antocianina (do Grego
antho, flor, e kyano, azul), foi utilizado pela primeira vez por Marquat (1835) para
descrever a cor azul de algumas flores. Atualmente, sabe-se que além da cor azul,
as antocianinas sao responsaveis pela ampla gama de vermelho, rosa, laranja e
violeta de diversos frutos e flores (MARKAKIS, 1982; GLOVER e MARTIN, 2012).

A estrutura quimica bésica das antocianinas é composta por um anel
aromatico (A) ligado a um anel heterociclico (B) contendo um oxigénio, que por sua
vez, liga-se a outro anel aromético por uma ligacdo carbono-carbono (C) (Figura 4)
(CASTNEDA-OVANDO et al., 2009). A esta estrutura sdo ligados aclcares na
posicdo 3 (sempre glicosilada, 3-O-monoglicosideo) e na posi¢ao 5 (ocasionalmente
glicosilada, 3,5-O-diglicosideo). O anel C, por sua vez, tem um ou mais substituintes
hidroxila e metoxila. As por¢des de acucares ligados a esta estrutura podem variar,
sendo frequentemente encontrados glicose, ramnose, galactose ou arabinose. Esta
variacdo dos acucares ligados ao anel C, bem como o pH local, o estado de
agregacdo das antocianinas e a complexacdo por moléculas organicas sédo 0s
fatores que permitem a ampla gama de cores manifestadas pelas antocianinas
(GOULD et al., 2009; QUINA et al., 2009).

Figura 4. Estrutura quimica basica das antocianinas. Ligacdes de diferentes agucares no anel C
nas posicées R3 e R5, além de diferencas do estado de agregacédo, pH local e complexacdo por
moléculas organicas sado os fatores que permitem a variedade cores encontradas em vegetais ricos

em antocianinas. Adaptado de Quina et al. (2009).
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Foram descritas mais de 500 diferentes tipos de antocianinas na natureza e, 0
que permite esta grande diversidade sdo as diferencas no ndmero de grupos
hidroxilados, no nimero e tipo de acucares ligados a sua estrutura, os carboxilatos
alifaticos ou aromaticos ligados ao acgucar na molécula e a posi¢do destas ligacdes
(KONG et al., 2003). As formas predominantes s&o a perlargonidina (Pg), cianidina
(Cy), peonidina (Pn), delfinidina (Dp), petunidina (Pt) e malvidina (Mv) que juntas
compreendem mais de 90% do total de antocianinas (CASTNEDA-OVANDO et al.,
2009).

As antocianinas sdo moléculas hidrossoliveis, instaveis em pH alcalino,
sensiveis a luz, degradadas em temperatura acima de 25°C e presenca de oxigénio
(LOPES et al., 2007). Sua capacidade antioxidante € atribuida a estrutura fendlica,
que permite se ligar aos elétrons desemparelhados das moléculas das espécies
reativas de oxigénio (EROs) como o superoxido (Oy), peroxido (ROO") e peroxido de
hidrogénio (H,0). Quando essas espécies reativas atingem as células e tecidos do
organismo causam danos oxidativos relacionados com algumas doencas como o
cancer (VOLP et al., 2008, WANG e STONER, 2008).

Além de sua capacidade antioxidante, esse grupo de flavonoides pode
promover Vvarios beneficios a salde, como a capacidade anti-inflamatoria,
vasodilatadora e antimicrobiana. As antocianinas ainda atuam na prevencdo da
hiperglicemia, estimulam a secrecdo de insulina, diminuem o risco de doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas (FREGONESI et al., 2010; HE e GIUSTI,
2010; PATRAS et al.,2010; TSUDA, 2012). Alguns estudos ainda relacionam estes
em diferentes partes do corpo como: estdbmago, colon, mama, pulmao e sistema
nervoso central (FALCAO et al., 2003; BORKOWSKI et al., 2005; LIMA et al., 2006;
PATRAS et al., 2010).

Dentre as principais frutas que contém antocianinas estéo incluidas a amora,
as framboesas vermelhas e pretas, a cereja, a groselha, as uvas vermelhas, a roma,
a maca de casca vermelha, a acerola, o jamboldo, o acgai entre outras. O teor de
antocianinas nestes frutos varia de acordo com a espécie, de forma que algumas
frutas sdo mais ricas nestes compostos que outras. Comparando o teor de
antocianinas de diferentes frutos tropicais como acerola (Malphigia emarginata),
Jucara (Euterpe edulis), jambolao (Syzygium cumini) e guajiri (Chrysobalanus icaco),
De Brito e colaboradores (2007) observaram que a maior quantidade de antocianina
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totais encontrada estava presente no acai Jucara (290mg/100g de peso fresco).
Neste trabalho, também foram analisados os diferentes tipos de antocianinas
encontrados no Jucara e observou-se que a antocianina mais frequente foi a
cianidina-3-glicosideo (1358mg/100g de peso seco). Outros estudos ainda indicaram
que o Jucara possui maior teor de antocianinas do que o Acai Amazbnico que €
amplamente comercializado no Brasil (RIBEIRO et al., 2011; INACIO et al., 2013).
Kang e colaboradores (2003) encontraram reducdo de adenomas intestinais em
ratos que consumiram extrato de antocianinas em sua dieta. Estes resultados
corroboram os resultados encontrados por Cooke e colaboradores (2006).
Considerando que o Jucara é uma rica fonte de compostos fendlicos, ele pode ter
um efeito sobre vias de sinalizacdo de detoxificacdo celular por meio da ativacdo de

enzimas antioxidantes.

2.7 Estresse Oxidativo e o Sistema de Defesa Antioxidante

O estresse oxidativo foi descrito por Sies (1986) como o desequilibrio entre os
sistemas pré e antioxidante (ou de defesa), prevalecendo o pro-oxidante. Essa
condicdo € gerada porque as espécies reativas de oxigénio (EROS) e nitrogénio
(ERNSs) podem atuar em varias vias de sinalizacao celular e levam a um dano celular
por meio da oxidacdo de biomoléculas como lipidios, proteinas, DNA e,
consequentemente, ao descontrole do sistema redox e ao estresse oxidativo
(JONES, 2006; VALKO et al., 2006; BARBOSA et al., 2008; VASCONSELOS et al.,
2007;).

Os efeitos biolégicos das EROs foram primeiro caracterizados por Henry John
Horstman Fenton (1894) demonstrando que a oxidacdo catalitica de acido tartarico
na presenca de sais ferrosos e peréxido de hidrogénio (H,O,) foi capaz de oxidar
biomoléculas. Quarenta anos ap0s a primeira observacdo do que seria a chamada
“Reacgao de Fenton”, Haber e Weiss (1934) propuseram que, na verdade, o radical
hidroxila & a espécie oxidante neste sistema, capaz de oxidar varias classes de
compostos organicos. Somente em 1971, a producdo de peroxido de hidrogénio
pode ser medida na respiracdo mitocondrial de figados de ratos e coracdo de pombo
(CHANCE e OSHINO, 1971; LOSCHEN et al., 1971).
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Sabe-se que EROs sao encontradas em todos os sistemas biolégicos pois o
oXxigénio é necessario para as reagdes bioguimicas das rotas de geracao de energia,
sendo essencial para a respiracéo celular, producdo de ATP e manutencéo da vida.
Cerca de 3 a 5% do oxigénio presente nas células pode diariamente se transformar
em radicais livres, como radical hidroxila (OH"), radical superéxido (O;") e peréxido
de hidrogénio (H.0,) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Além desta producao
endogena, fatores externos como a exposicdo aos raios UV, radiacdo ionizantes,
quimioterapicos e xenobioticos também podem gerar espécies reativas de oxigénio
(VASCONSELOS et al., 2007).

Para combater os efeitos do estresse oxidativo originado pelos radicais livres,
o organismo desenvolveu um mecanismo de defesa eficiente, composto por diversos
antioxidantes e enzimas com diferentes fungbes, que permitirdo equilibrio entre a
producgéo e a eliminagcdo das EROs (BEHL e MOOSMANN, 2002). Neste sentido,
varios antioxidantes agem de diferentes maneiras a fim de manter o equilibrio redox
do organismo. Os antioxidantes sédo substancias capazes de atrasar ou inibir as
taxas de oxidacdo, gerando compostos com baixa ou nenhuma toxicidade
(HALLIWEL, 1995; MAGALHAES et al., 2008; NIKI, 2010; CAROCHO e FERREIRA,
2013).

O Sistema de Defesa Antioxidante pode atuar em trés diferentes frentes, o
Sistema de Prevencao, impedindo a formacédo dos radicais livres ou espécies néao-
radicais; o Sistema de Varredores, que impede a acéo dos radicais livres, o Sistema
de Reparo, que atua favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas
biolégicas lesadas (CLARKSON e THOMPSON, 2000; KOURY e DONANGELO,
2003).

O Sistema de Reparo é composto por varias vias que levam ao reparo do
DNA e incluem vias de reparo de bases e quebras na fita simples pela BER (base
excision repair), reparo de adutos de DNA e grandes lesbes pela NER (nucleotide
excision repair), reconhecimento e reparo de incompatibilidades ou desalinhamentos
de segmentos curtos de nucleotideos pela MMR (mismatch repair), reparo direto de
adutos de alquila pela MGMT (O6-methylguanine-DNA methyltransferase) e reparo
de quebras de fita dupla (DSBs) pela recombinacdo homdloga (HR). Cada uma
dessas vias emprega varios conjuntos especializados de enzimas e proteinas
(SANCAR et al.,, 2004; KELLEY e FISHEL, 2008; LUO et al.,, 2010; FUNG e
DEMPLE, 2011; RODRIGUES et al., 2013; KAUR et al., 2014).
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A via de reparo de excisdo de base (BER) € a primeira linha de defesa da
célula contra danos no DNA que ocorrem por processos como a oxidacgéao,
alquilacdo, desaminacao, radiacao ionizante e espécies reativas de oxigénio (LUO et
al., 2010; KHANNA, 2015). As enzimas que compdem esta via Sd0 sensiveis a
danos no DNA e algumas delas séo tdo especificas que sua ativacdo depende do
tipo de leséo que ira ocorrer (SANCAR et al., 2004; ROBERTSON et al., 2009).

A BER inicia-se com o reconhecimento e excisdo das bases danificadas por
DNA glicosilases especificas, como a OGG1, seguido pela clivagem de ligacbes N-
glicosidicas, formando um sitio abasico (AP). Assim, endonucleases como a APE1l
irA promover a excisdo do sitio (AP) e recrutar proteinas adicionais para promover a
sintese e ligacdo da fita de DNA (Figura 5) (SANCAR et al., 2004; ROBERTSON et
al., 2009).

Existem diversas glicosilases diferentes que apresentam especificidade para
substratos especificos. Algumas delas reconhecem um mesmo tipo de substrato. Em
eucariotos, a 8-oxoguanina DNA glicosilase (OGG1) é a principal enzima que
reconhece e cliva 7,8-dihidro-8-oxoguanina (8-oxoguanina), uma das lesbes
oxidativas mais estaveis e mutagénicas. Esta enzima ainda excisa outras bases
oxidadas como 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina (FapyGua) e 8-oxo-7,8-
dihidroadenina (8-oxoAde) (DIZDAROGLU et al., 2008).

O sitio AP é utilizado como substrato para a préoxima etapa de BER e, sua
presenca € mais citotoxica e mutagénica do que a lesdo removida. Assim, para
garantir reparos rapidos e precisos, a maioria das glicosilases permanece ligada ao
sitio AP até que enzimas adicionais se liguem e executem a préxima etapa de
reparo. Este processo de "transferéncia de bastdo" parece existir para todos o0s
passos de BER assegurando que os intermediarios prejudiciais gerados em cada
etapa nunca sejam deixados "desacompanhados” (LINDAHL, 1993; VIDAL et al.,
2001; GUILLET e BOITEUX, 2002; HEGDE et al., 2010; WILLIAMS e KUNKEL,
2011).



40

8- G

i ,oxo »

Trrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrra

<y 0 100 1 00 00 10 0 00 T 0 16 0 1 T 0 0 O

5% 3

Remogio da rrrrrrrrrrr rerrrrrrrrrnrid

base danificada O I I OO O O O s O O O Y

|

5’ OH P 3

Remogdo do rrrrrrrerrrr rrrrrrrrrrnril
Sitio AP

0 T O N 760 o I I
A ____ 4

Polimerizagio

B P 3
JILETTTTTITTrTd

doDNA 3'||||||||||| """ .|||||||||5'
PARP-1

.
Ligacio da fita TTTTTTTTT T T T T I T T T T I I T T0
de DNA N

Figura 5. Via de Reparo por Excisdo de Bases (BER). Esquema simplificado da via curta de
excisdo de bases mostrando os passos chave e principais proteinas envolvidas no reparo da leséo
oxidativa 8-0x0G, que se inicia pela OGG1, uma DNA glicosilase, que libera a base danificada para a
formacdo de um sitio AP. Em seguida, APE1 hidrolisa a ligacdo fosfosdiéster 5' no sitio abasico para
formar uma lacuna. Assim, ha a inser¢do do primeiro nucleotideo pela DNA polimerase 3 (Pol B) que
recrutam DNA ligase Il (Lig lll), PARP-1 e XRCC1 para promover a ligacdo da fita de DNA reparada.
Adaptado de Patrono et al., (2014).

As glicosilases podem ser monofuncionais ou bifuncionais e, no primeiro
caso, ocorre a hidrélise das ligacbes N-glicosidicas gerando um sitio AP que é
reconhecido pela enzima APE1/REF1 (AP endonuclease/Redox Factor 1) ou
simplesmente APEl. Esta enzima processa as extremidades soltas que
permanecem apds a excisdo da lesdo por meio da clivagem da fita de DNA, na
posicao 5 imediatamente apds o sitio AP, formando os terminais 5 desoxirribose

fosfato (5’dRP) e 3'OH. Além disso, APE1 também recruta proteinas adicionais para
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o local a fim de concluir o reparo. Quando a glicosidase é bifuncional, apdés a
hidrélise e formacdo do sitio AP, a fita de DNA ¢é clivada, na posicdo 3’
imediatamente apds o sitio AP, formando um grupamento fosfato ou aldeido B,a-
insaturado (PUA), que em seguida, € removido e substituido por uma hidroxila (3’-
OH) (HEGDE et al.,, 2010; LUO et al.,, 2010; WALLACE et al., 2012; IYAMA e
WILSON, 2013; KELLEY et al., 2014).

Os antioxidantes que compdem esse sistema de defesa podem ser
classificados conforme sua estrutura molecular, sendo divididos em enzimatico,
composto pelas enzimas produzidas no organismo e ndo enzimatico, fazendo parte
deste grupo as vitaminas (A, C e E), carotendides e outras substancias, como os
flavondides, horménios como a progesterona, licopeno e bilirrubina (RAY et al.,
2012; VASCONCELOS et al., 2014). O primeiro tipo esta presente de forma
predominante no meio intracelular, e é formado principalmente pelas enzimas
superoxido dismutase (SOD), Tioredoxina (TRx) e glutationa peroxidase (GPx). Este
tipo de sistema de defesa também é o primeiro a agir para evitar o acumulo de
radicais livres (RAHMAN et al., 2006).

O processo de respiracdo celular leva a producdo de oxigénio que sera
utilizado pelas células para a manutencédo da vida. Uma parte deste oxigénio pode
se transformar em O;", radical livre de reatividade moderada, que ird gerar
compostos secundarios mais reativos. A reacao catalisada pela enzimada SOD leva
a conversdo do O, em H,0O,, oxidante pouco reativo. De fato, o acimulo de H,0;
possibilita, por meio das reacdes de Fenton e Haber-Weiss, a geracdo do radical
hidroxila (OH"), radical livre altamente reativo contra o qual ndo existe defesa
enzimatica (figura 6) (KUMAR et al., 2013; RIBAS 2014).

O H,0; seré entao rapidamente convertido em H,O por meio de dois sistemas
de defesa, o sistema GPx e o sistema Trx. No primeiro caso, a detoxificacdo de
H,O, ocorre via oxididacdo, pela enzima GPx, da molécula de GSH que sera
convertida em GSSG, e esta ird promover acdo oxidante em funcdo da ligacéo
dissulfeto existente em sua estrutura. O GSSG, por sua vez, sera reciclado em GSH
pela enzima dependente de NADPH-GSSG redutase (GR). A acédo da enzima GR é
importante para controlar os niveis de GSSG na mitocondria (YIN et al., 2011;
RIBAS 2014). Por meio do sistema Trx, a Perorredoxina (Prx) oxida H,O, que, por
sua vez, reage com o Trx-(SH), que serd convertido em Trx-S, pela enzima
Tiorredoxina redutase (TrxR) na presenca de NADPH (figura 6) (RIBAS, 2014).
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Figura 6. Geracdo de ROS na mitocOndria e o Sistema de Defesa Antioxidante. Como resultado
da fase final do processo de respiracéo celular libera-se oxigénio pela Cadeia de Transporte de
Elétrons. Este O, livre, naturalmente ou através da presenca de estresse oxidativo, é convertido no
radical O,  que serd convertido pela SOD em H,0,. Por ser um radical livre, neste momento o
sistema de defesa antioxidante ira transformar esta molécula em H,O através de dois mecanismos
dependentes de NADPH, pela GPx e Prx. Pelo sistema GPx, a conversao de H,O, em H,O ocorre
através da oxidacdo de GSH em GSSG pela GPx, processo esse dependente da enzima GR que
utilizard o NADPH como doador de elétrons. Adaptado de Ribas et al. (2014).

Apesar deste complexo sistema de defesa antioxidante, a exposi¢do continua
a xenobiéticos, radiacao e outros compostos leva ao desequilibrio do balanc¢o redox,
ao acumulo de EROS e ao estresse oxidativo que pode resultar em lesdo ou morte
celular e danos nos tecidos (SAGIT et al.,, 2011). Diversos estudos relacionam a
presenca de EROs e a desregulacao dos sistemas Trx e GPx com varias doencas
como Alzheimer, Parkinson, diabetes mellitus, esclerose multipla, cirrose hepatica e
alguns tipos de cancer (BENHAR et al., 2009; ZHANG e FORMAN, 2012;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

O estresse oxidativo € conhecido por causar aberracdo cromossoémica, danos
ao DNA e mutacBes em genes supressores tumorais (ZIECH et al., 2011;
PRESCOTT et al., 2012). Estudos tém mostrado evidéncias que o estresse oxidativo
apresenta papel importante na promocao e progressao de varios tipos de cancer,
incluindo o cancer colorretal. Isso se da pelo fato de que ROS atuam como
segundos mensageiros em cascatas de sinalizacdo intracelular que induzem e

mantém o fendtipo oncogénico de células cancerosas, além de estimular a
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proliferacdo e sobrevivéncia celular, angiogénese e metastase (VALKO et al., 2006;
KILIC et al., 2014; HECHT et al., 2016).

Porém, estudos relataram um dubio papel de ROS no desenvolvimento de
tumores. De acordo com Antelmann e Helmann (2011), o aumento do estresse
oxidativo pode induzir as células cancerigenas a morte celular como resultado ao
dano irreversivel causado ao DNA, lipidios e proteinas, além da modulacdo de
varias vias celulares relacionadas a sobrevivéncia celular. ROS também esta
associado a senescéncia celular e apoptose e pode, portanto, funcionar como fator
anti-tumoral. Além disso, a presenca de ROS nos tumores potencializa os efeitos da
quimioterapia e radioterapia (POPRAC et al., 2017).

Nesse sentido, pesquisas tém se concentrato na identificacdo de marcadores
moleculares para avaliacdo do estresse oxidativo com o intuito de acelerar o
processo de diagnostico, bem como auxiliar no tratamento e aumentar a sobrevida
do paciente (YIN e XU, 2011; NIKI, 2009; NIKI, 2014).

2.7.1 8-guanina DNA glicosilase (OGG1)

O gene OGG1 humano, localizado no cromossomo 3p25.2, consiste em sete
exons e codifica dois tipos da proteina OGG1, a a-hOGG1 de 345 aminoacidos e, a
B-hOGG1 de 424 aminoacidos. A estrutura destas isoformas de OGG1 é similar
possuindo os 316 primeiros aminoacidos idénticos e os 30 primeiros aminoacidos na
extremidade do terminal amino com um sinal de direcionamento mitocondrial. No
entanto, as extremidades do terminal carboxila sdo completamente diferentes
(BOITEUX e RADICELLA, 2000).

A OGG1 é uma das proteinas mais importantes da via de Excisdo de Bases
tendo papel crucial na manutencdo da integridade gendmica. Ela € uma DNA-
glicosilase com atividade AP-liase que catalisa a remocdo da 7,8-dihidro-8-
oxoguanina (8-oxoguanina) e da 8-oxoadenina, sendo que a 8-oxoguanina é a base
oxidada mais bem estudada. Estima-se que 10° 8-oxoguaninas sejam geradas por
dia em células normais e este niimero pode chegar a 10° lesdes por dia em células
de tecidos cancerosos. A oxidacdo da guanina ocorre como resultado da exposicao

do DNA a espécies reativas de oxigénio e, a guanina oxidada consegue mimetizar
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funcionalmente uma timina pareando com uma adenina, 0 que provoca uma
mutacdo por transversao GC para TA. Isto ocorre, pois a guanina oxidada pode
parear tanto com a citosina como com a adenina, quase que com a mesma
frequéncia. Desta forma, OGG1 € uma das mais importantes enzimas de atuacao no
reparo ao dano no DNA (BOITEUX e RADICELLA, 2000; SUNAGA et al., 2001,
ELAHI et al., 2002; PARK et al., 2007).

Além de catalisar a excisdo 8-oxoguanina do DNA, a OGGL1 tem atividade AP-
liase clivando o sitio abasico. Ap6s a clivagem do sitio AP, os residuos de
desoxirribose e fosfatos s&o retirados da fita de DNA, pela desoxirribose
fosfodiesterase e entdo, a DNA polimerase reconhece o sitio vazio realizando o
reparo com a iser¢cdo da base correta. Em seguida, a DNA ligase Ill e XRCC1
restauram a fita danificada (KLUNGLAND e BJELLAND, 2007; DUAN et al., 2012,
KARAHALIL et al., 2012; BA et al., 2014).

Por ser uma enzima crucial para a via de reparo do DNA, estudos relatam que
delecdo neste gene leva a reducédo na capacidade celular do reparo de lesdes de
bases, resultando no acumulo de danos no DNA o que levaria a célula a vias de
apoptose e morte celular. Alteracdes na expressao de OGG1 foram relacionadas ao
desenvolvimento de doengas como Parkinson e cancer de pulmao e mama (PAZ-
ELIZUR et al., 2003; FUKAE et al.,, 2005; OSORIO et al., 2014; XU et al., 2016;
CORELLA 2018).

Alguns estudos demostraram o0 aumento da expressdao de OGG1l nos
leucécitos de pacientes com CCR e ainda alta frequéncia de 8-oxoguanina nas
células epiteliais e inflamatérias tanto nos modelos em animais e como nos
humanos, neste caso incluindo o estudo de leucdcitos e de biopsias de
adenocarcinomas colorretais. Estes dados corroboram a afirmativa de que enzimas
de reparo de BER estao relacionadas ao processo de carcinogénese, protegendo as
células tumorais por meio da manutencédo da sua estabilidade genémica e reducéo
da apoptose (LIAO et al., 2008; TUDEK e SPEINA, 2012).
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2.7.2 Gutationas Peroxidases (GPx)

As Glutationas peroxidases sdo uma familia de enzimas filogeneticamente
relacionadas, encontradas em todos os tecidos de mamiferos em que ocorrem
processos oxidativos. As GPxs fazem parte do sistema de defesa antioxidante
prevenindo a producdo de ROS e catalisam a reducgéo do perdxido de hidrogénio ou
hidroperéxidos organicos a agua ou alcoois correspondentes utilizando duas
moléculas de glutationa reduzida (GSH) como doadores de elétrons (VALKO et al.,
2007; MARGIS et al., 2008; BALLATORI et al., 2009; REUTER et al., 2010; SINGH
et al.,, 2010; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Por muitos anos, a presenca do
selénio como unidade catalitica foi descrita como o fator primordial para a
funcionalidade das GPxs tornando a reacéo de reducédo mais rapida (URSINI et al.,
1995).

Esta teoria foi bem aceita enquanto somente quatro isoformas de GPx foram
descritas (GPx1-4). Cada uma delas possui atividade antioxidante em diferentes
locais e compartimentos celulares: (a) GPx classica (GPx1) é encontrada no citossol
e mitocéndrias sendo descrita nas células vermelhas, figado, pulméo e rins; (b) GPx
gastrointestinal (GPx2 ou GI-GPx) é encontrada no citosol e no nucleo; (c) GPx
citoplasmatica (GPx3), também encontrada no citosol e ndcleo, esta presente em
diferentes 6rgdos como o rim, pulmao, epididimo, vaso deferente, placenta, vesicula
seminal, coracdo, musculos; (d) GPx fosfolipidica (GPx4 ou PHGPx4) que esta
presente no nucleo, citosol, mitocondria e ligado as membranas é também
encontrada em diferentes tecidos, reduzindo ndo somente perdxidos orgéanicos e
H.,O,, mas também hidroperéxidos de colesterol e acidos graxos (CHU et al., 1993;
BROWN et al., 2000; HERBETTE et al., 2007; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

Com a descoberta das outras quatro GPxs (GPx5-8), foi comprovado que a
presenca do selénio ndo era fator determinate para a funcionalidade destas
enzimas. A GPx5, contém cisteina no lugar da selenocisteina no centro catalitico da
proteina e foi descrita no epididimo (GHYSELINCK e DUFAURE, 1990). A GPx®6, foi
identificada em humanos e porcos e € uma selenoproteina encontrada no epitélio
olfatorio e tecidos embrionarios (DEAR et al., 1991; KRYUKOV et al., 2003). A GPx7
foi primeiro caracterizada nos fibroblastos embrionarios de ratos e também
apresenta cisteina no lugar da selenocisteina em seu centro catalitico. Por sua
homologia com a GPx4, a GPx7 também é conhecida como NPGPx (GHYSELINCK
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et al., 1990; THISSE et al., 2003; UTOMO et al., 2004; PAPP et al., 2007). A GPx8,
localizada no reticulo endoplasmatico, foi identificada em mamiferos e anfibios e
também contém cisteina no lugar da selenocisteina no centro catalitico da proteina
(TOPPO et al., 2008).

Por fazer parte do principal sistema de defesa antioxidante, maior
concentracdo de GPx garante ao organismo maior protecdo contra o estresse
oxidativo. Alguns estudos correlacionam o0 aumento da expressao desta proteina ao
consumo de vegetais ricos em antocianinas. Isto provavelmente ocorre pelo fato de
que os compostos fendlicos como as antocianinas e os acidos galico, feralico e p-
cumarico atuam como ativadores indiretos de um fator de transcri¢do nuclear, capaz
de promover a transcricdo dessas enzimas (VICENTE et al., 2011; AL-JASABI et al.,
2013; KIM et al., 2014; ZHAO et al., 2015).

Considerando o aumento da expressdao de GPx, alguns estudos
correlacionam esta superexpressédo ao desenvolvimento de tumores, possivelmente
por abolir a inducdo de apoptose mediada por EROs, acelerando a proliferacédo
destas células (LU et al., 1997; MANTOVANI et al., 2003; COX et al., 2006; LI et al.,
2009; EMMINIK, 2014). Outros estudos, porém, relatam o efeito protetor de GPx no
desenvolvimento tumoral (CHANG et al.,, 2014; QI et al.,, 2014; LIU et al., 2015;
CHEN et al., 2016).

2.7.3 Superoéxido Dismutase 1 (SOD1)

A superoxido dismutase € uma metaloenzima amplamente encontrada em
organismos eucariéticos e procarioticos (FRIDOVICH, 1999). Constitui-se importante
membro do sistema de defesa antioxidante sendo encontrada em maiores
concentracfes no citoplasma e também no ndcleo e espaco intermembranar da
mitocondria (PAPA et al., 2014). A SOD1 é uma das classes de enzimas mais
conservadas ao longo da evolugédo, correspondendo a 1% do total de proteina
celular (OKADO-MATSUMOTO e FRIDOVICH, 2001).

Em 1969, McCord e Fridovich descobriram a capacidade da cupreina em
catalisar a transformagdo do radical superoxido em oxigénio e peroxido de
hidrogénio. Esta reacéo de oxirreducao € distribuida em duas etapas com ciclagem
do atomo de cobre (FRANCO et al, 2013). Até entdo, a cupreina e suas correlatas
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eram consideradas simplesmente proteinas para o0 armazenamento de cobre. Foi a
partir do trabalho de McCord e Fridovich que a atividade enzimética da cupreina foi
determinada em diferentes tecidos, modificando seu nhome para SOD1, bem como
outras enzimas antioxidantes foram descobertas (FRIDOVICH, 1999). Nos anos
seguintes, cientistas identificaram o ion zinco na estrutura da enzima que, a partir de
entdo ficou também conhecida como Cobre/Zinco-Superéxido Dismutase
(Cu/znSOD) (CARRICO e DEUTSCH, 1970).

Em humanos, o gene SOD1 estd localizado no cromossomo 21g22.11 e
produz uma enzima homodimérica relativamente pequena, de 153 amino&cidos, 32
kDa, em que cada subunidade é formada da ligacdo de um ion cobre e um ion zinco
ligados entre si por uma ponte de histidina (SON e ELLIOT, 2014; SHENG et al.,
2014). O ion zinco tem o papel estrutural de manutencdo conformacional das
subunidades e, o ion cobre constitui 0 elemento catalitico da proteina, responsavel
pelas reacbes de transformacdo do radical superoxido (VALENTINE et al., 2005;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; NAKAMURA et al., 2017).

Em mamiferos existem trés SODs com diferentes localiza¢cBes celulares, que
sdo classificadas de acordo com o cofator inorganico ligado a regido protéica.
Cu/Zn-SOD ou SOD1 esta localizada no citosol e espago intermembranar da
mitocondria; a Mn-SOD ou SOD2, por sua vez, se localiza na matriz mitocondrial e a
Fe-SOD ou SOD3 esta localizada na matriz extracelular (FUKAI e USHIO-FUKAI,
2011). A localizacdo subcelular da atividade das SODs é importante, pois contribui
para a geracao sitio-especifica da molécula de sinalizacao H,O, (MARTCHENKO et
al., 2004; SUZUKI et al., 2013).

De forma n&o surpreendente, disturbios na funcdo das isoformas de SOD
estdo relacionados a algumas doencas como o cancer. Reducdo da expressdo de
SOD é observada em alguns estudos como o relatado para carcinoma hepatocelular
(CASARIL et al., 1994), cancer colorretal (VAN DRIEL et al., 1997) e cancer gastrico
(WANG et al., 2005).

Por outro lado, a constante exposicdo das células tumorais ao estresse
oxidativo gera aumento na expressdo de SOD (KOHEN e NYSKA, 2002) quando
comparado ao grupo controle, o que foi observado para cancer colorretal
(SKRZYDLEWSKA et al., 2005; TAGUCHI et al, 2015), de péancreas
(CRNOGORAC-JURCEVIC et al., 2002), de pulmdo (SOMWAR et al., 2011), de
prostata (JUNG et al., 1997), e mama (AIRD et al., 2012).
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Pode-se observar ainda expressdo diferenciada em diferentes estagios do
desenvolvimento tumoral. No estudo realizado por Amaral e colaboradores (2006)
em modelo experimental de carcinogénese colorretal, observou-se um aumento da
expressdo de SOD1 nos focos de criptas aberrantes, estagios iniciais da lesdo da
mucosa colorretal, mostrando que a atividade dessa enzima aumenta quando lesdes
pré-cancerigenas sdo instaladas, uma vez que, neste estdgio h4 uma grande
exposicao das células ao estresse oxidativo. No entanto, observa-se que, nos
estagios mais avancados do desenvolvimento e diferenciacdo do tumor ha reducéao
das EROs levando a uma menor expressdo de SOD indicando adaptagdo das
células tumorais do cancer colorretal ao estresse oxidativo (SKRZYCKI et al., 2009).

Estudos como inibidores de SOD1 demostraram que esta proteina tem
importante papel na progressdo tumoral. Na presenca destes inibidores, houve
reducdo dos efeitos mediados pela inflamacgéo na progressao do tumor e metastase
de células de fibrossarcoma, bem como o crescimento e a proliferacdo de células de
cancer de préstata (OKADA et al., 2006; LIN et al., 2013).

Como observado, uma série de eventos bioquimicos e adaptativos podem ser
afetados tanto pelo desenvolvimento neoplésico, quanto pela ingestdo de alimentos
ricos em substancias bioativas. Desta forma, entender o efeito da polpa do Jucara
na regulacédo e ativagcdo das vias de citoprotecdo e reparo do DNA auxilia nos
estudos que tornam essas vias alvos moleculares promissores para pesquisas
relacionadas ao desenvolvimento do cancer, inclusive os que acometem o sistema
digestivo como o cancer colorretal, e abre caminho para estudos sobre ativadores
farmacéuticos. Pesquisas acerca deste conhecimento se fazem de suma
importancia para a geracdo de novas fontes diagndésticas, preventivas e

terapéuticas, principalmente as envolvidas com estresse oxidativo.
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CAPITULO I: Suplementacdo com polpa do fruto jucara (Euterpes
edulis Martius): efeito sobre Focos de Criptas Aberrantes e
desenvolvimento tumoral em modelo de carcinogénese colorretal

Artigo ndo submetido.
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Titulo: Suplementacdo com polpa do fruto jucara (Euterpes edulis Martius):
efeito sobre Focos de Criptas Aberrantes e desenvolvimento tumoral em
modelo de carcinogénese colorretal
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Resumo: Substancias antioxidantes presentes nos alimentos podem agir como um
fator de protecdo contra o desenvolvimento do céancer colorretal reduzindo a
formacdo de focos de criptas aberrantes (FCA). O Jucara (Euterpe edulis Martius)
possui alto valor energético e consideraveis niveis de compostos antioxidantes,
como as antocianinas. Desta forma, objetivou-se com este estudo analisar os efeitos
da suplementacédo com produto a base da polpa do fruto Jucara sobre os FCA, bem
como o desenvolvimento de neoplasias colorretais em modelo experimental. A
inducdo carcinogénica ocorreu com 1,2-dimetilhidrazina (DMH) em 38 animais que
foram distribuidos em 3 grupos, Grupo induzido a carcinogénese (DMH+/Jucara-),
contendo 12 animais, Grupo suplementado com o suco do Jugara (DMH+/Jugara+),
com 10 animais, Grupo suplementado com o extrato do Jucara (DMH+/Extract),
contendo 6 animais. Os outros 10 animais foram mantidos como controle negativo
(DMH-/Jucara-). A suplementacdo com suco e extrato liofilizado ocorreu trés vezes
por semana por gavagem, até completarem 10 semanas. Na 10% semana, quatro
animais do grupo dos grupos DMH-/Jucara-, DMH+/Jucara- e DMH+/Jucara+ e dois
animais do grupo DMH+/Extract foram eutanasiados para andlise das lesdes pré-
neoplasicas. E, na 232 semana o0s demais animais de todos os grupos foram
eutanasiados para a retirada das lesdes maiores que 0,1 centimetros, que foram
fixadas, processadas histologicamente e coradas com hematoxilina-eosina para
diagndstico tumoral. Houve reducao significativa no niamero de focos de criptas
aberrantes no grupo DMH+/Jucara+ em relacdo ao grupo DMH+/Jucara- (p=0,0054).
Da mesma forma, andlise considerando focos iguais ou inferiores a 3 criptas
(p=0,0381) e superiores a 3 criptas (p=0,0024) também apresentaram reducao
significativa no grupo DMH+/Jucara+ quando comparado ao grupo DMH+/Jucara-.
Em relacdo ao numero de lesdes neoplasicas, no grupo DMH+/Jucara- predominou
as lesdes benignas (20/39), seguida das les6es malignas (16/39) e encontrou-se
lesBes displasicas, benignas e malignas classificadas como adenocarcinoma tubular
e adenocarcinomas de células em anel em cinete e inflamacédo branda a moderada e
pleomorfismo moderado. Nos grupos DMH+/Jucara+ e DMH+/Jucara Extract
encontraram lesbes displasicas, benignas e malignas, classificadas como
adenocarcinoma tubular e adenocarcinomas de células em anel em cinete. Com
base nos resultados, a ingestdo de polpa do fruto Jucara apresenta atividade
antitumoral nos estagios inicias da carcinogénese colorretal em modelo animal
abrindo novas possibilidades para seu uso na suplementacéo dietética.
Palavras-chave: antioxidantes, flavonoides, modelo animal, Tumorigénese
colorretal, focos de criptas aberrantes.
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1 INTRODUCAO

O Acai Jucara (Euterpe edulis Martius) é uma palmeira nativa da Mata
Atlantica, encontrada nos remanescentes desta Floresta do Rio Grande do Sul até o
sul da Bahia, podendo também ser encontrado no Paraguai e na Argentina (SILVA
et al., 2004; LIMA et al., 2008). Ela produz pequenos frutos que possuem alto valor
energeético e consideraveis niveis de compostos fendlicos, como as antocianinas. Os
compostos fendlicos sdo importantes devido sua atividade antioxidante que evita ou
atrasa a oxidacao eliminando os radicais livres (BATAGLION et al., 2014).

Além da capacidade antioxidante, as antocianinas podem promover varios
beneficios a salude, como capacidade anti-inflamatoria, vasodilatadora e
antimicrobiana (FREGONESI et al., 2010; HE e GIUSTI, 2010; PATRAS et al.,2010;
TSUDA, 2012). Segundo Moraes (2019), as antocianinas atuam no tecido intestinal
tumoral suprimindo a proliferacdo de células epiteliais anormais, induzindo a
apoptose mediada por mitocondrias e inibindo a invasdo e metastase tumoral.
Estudos com o uso de extratos de acai encontraram resultados muito expressivos de
reducdo da progressao tumoral com o uso de extratos do alimento (CHOI et al.,
2017; FRAGOSO et al., 2018).

O cancer representa importante problema de saude publica, estima-se que
em 2018 e 2019 ocorrerao 600 mil novos casos de cancer (INCA, 2018). Segundo o
Instituto Nacional do Céncer (INCA), o cancer colorretal € o terceiro mais incidente
na populacdo brasileira, sendo superado em incidéncia apenas pelos tumores de
pulmdo e mama (LABIANCA et al., 2013; TORRE et al.,, 2015, WHO, 2018).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, até 2030, essas taxas devem aumentar
em 60%, para mais de 2,2 milhdes de novos casos e 1,1 milhdo de mortes
(ARNOLD et al., 2017).

O processo de tumorigénese colorretal € iniciado por mutacdes genémicas
gue culminam com o surgimento de Focos de Criptas Aberrantes (FCA) que sao
alteracbes morfolégicas nas criptas de Lieberkiihn caracterizadas por aberturas
terminais anormais, tamanho maior que as criptas adjacentes e espessamento
epitelial com células proeminentes (CHENG e LAI, 2003). Em seguida, ocorre
sucessdo de mutacbes adicionais com a progressao eventual de um pequeno
subconjunto de adenomas convencionais para carcinoma com estadios

intermediarios mostrando graus crescentes de displasia e, consequentemente, no
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carcinoma in situ (SAHA et al., 2002; SNOVER, 2011; HABR-GAMA et al., 2012).
Dados da literatura mostram reducéo na carcinogénese colorretal utilizando produtos
a base de acai amazonico (FRAGOSO et al., 2013; ROMUALDO et al., 2015).
Considerando que o acai Jucara, alimento funcional rico em compostos
fendlicos, possui um maior teor de antocianinas que o acai amazébnico e que seu
consumo € crescente na populacdo brasileira, o objetivo deste trabalho é avaliar se
a ingestdo do acai Jucara atuaria no controle do estresse oxidativo, levando a
reducdo do desenvolvimento de Focos de Criptas Aberrantes (FCA) e lesbes

neoplasicas em modelo experimental de carcinogénese colorretal.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Polpa de acai Jucara

Foi utilizado um Unico lote de polpa de acai Jucara, isenta de corantes e
conservantes, adquirido de um produtor da regido Sul do Estado do Espirito Santo.
As polpas foram armazenadas em freezer -20°C, hermeticamente condicionadas ao
abrigo da luz. A extracdo, quantificacdo e liofilizacdo de compostos fendlicos
presente na polpa utilizou protocolos preconizados pelo Laboratério de Analises
Bromatoldgicas do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias (CCAE-UFES).

2.2 Extracéo e Quantificacdo de Antocianinas

A extracdo e quantificacdo de antocianinas ocorreram de acordo com a
metodologia adaptada de Francis e colaboradores (1982). Para a extracao, 20g de
polpa do Agai Jucara foram diluidos em 200mL de &lcool de cereais 70% e o ajuste
de pH para 2,5 foi realizado com acido citrico. A solucao foi deixada por 2 horas na
geladeira no escuro a uma temperatura de 4°C e, em seguida, foi filtrada e
armazenada no escuro a temperatura de 4°C até a quantificagdo e utilizacéo.

A quantificacdo das antocianinas foi realizada através do método de pH
diferencial em espectrofotobmetro (Thermo) utilizando dois tampdes diferentes, o
Tampao de Cloreto de Potassio 0,025M (pH 1,0) e o Tampéo de Acetato de Sédio
0,4M (pH 4,5). Foram realizadas diluicdes do extrato de antocianinas nas propor¢des
de 1:10 e 1:25 para cada um dos dois tampdes e todas as solu¢des foram lidas nos

comprimentos de onda de 510nm e 700nm (Tabela 1).
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Tabela 1. Resultados das leituras em triplicata dos tampdes de Cloreto de Potassio (pH 1,0) e
Acetato de Sodio (pH 4,5) nas diluicbes de 1:10 e 1:25 para quantificacdo de antocianinas.
DILUICAO TAMPAO LEITURAS  VALORES OBTIDOS MEDIA

0,674

510 nm 0,671 0,663
0,644
0,018

700 nm 0,014 0,016
0,017
0,198

510 nm 0,123 0,172
0,197
0,011

700 nm 0,025 0,025
0,040
0,363

510 nm 0,364 0,349
0,320
0,016

700 nm 0,010 0,012
0,010
0,101

Acetato de Sédio (pH 4,5) 510 nm 0,095 0,106
0,124
0,014

Cloreto de Potassio (pH 1,0) 700 nm 0,092 0,012
0,011

Cloreto de Potassio (pH 1,0)

1:10

Acetato de Saédio (pH 4,5)

Cloreto de Potassio (pH 1,0)

1:25

Em seguida, os valores medidos pelo espectrofotbmetro foram utilizados na
equacao 1 para quantificar as antocianinas totais presentes neste extrato, como

segue:

AT = [((Abssm — Abs700) pH 1,0 X 1000 X PM X fd) X 100]
5

onde;

AT sé&o as antocianinas totais expressas em mg;
Abs510 é a absorvancia do extrato filtrado lida & 510nm;
Abs700 é a absorvancia do extrato filtrado lida & 700nm;

1000 é conversédo de gramas para miligramas;
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PM é o peso molecular da cianidina-3-glucosideo (449,2 g/mol);
fd é o fator de diluicdo dado pela razdo entre o volume final da solugdo apés a
adicao do tampéo e pelo volume da aliquota da amostra;
> € o coeficiente de extingdo molar da cianidina-3-glucosideo em solucéo etandlica
acidificada a 535nm, cujo valor € 26900L/cm.mg;
100 é utilizado para expressar o valor por 100 gramas de amostra.

Apoés a quantificacdo das Antocianinas totais, foi quantificada a quantidade de

antocianinas monomeéricas (AM) do extrato por meio da equacao 2:

AM = AT - [((AbsS‘IO — Abs700) pH 4,5 X 1000 X PM X fd)X 100]
z

A partir do resultado das quantificagbes, determinou-se a quantidade de
antocianinas presente na polpa e ainda o volume de extrato e polpa a serem
administrados nos animais.

Desta forma, utilizando os valores das médias e aplicando as equagfes 1 e 2
foi possivel chegar a uma quantidade de 535,39 mg/g de antocianina totais e 413,79
mg/g de cianidina 3-glicosideo.

Apés o processo de extragcdo, o extrato alcodlico obtido foi submetido ao
processo de retirada do alcool no rotaevaporador a 60°C e protegido da luz. Em

seguida o extrato foi liofilizado.

2.3 Aspectos Eticos

Os animais usados neste estudo foram mantidos de acordo com o Guia do
Instituto Nacional de Saude e Cuidados no uso de Animais de Laboratério (NIH
Publications N° 8023), revisado em 2011 e com a Lei Brasileira de Procedimentos
para Uso Cientifico de Animais (#11794/2008). Os procedimentos experimentais
foram revisados e aprovados pelo Comité de Etica e Utilizacdo de Animais da

Universidade Federal do Espirito Santo de acordo com o protocolo 043/2014.
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2.4 Modelo Experimental

O experimento utilizou 38 ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar,
machos jovens, pesando em média 181 gramas no inicio do experimento, mantidos
em grupos de cinco a seis animais por gaiola em sala com temperatura controlada
entre 21° e 24°C, umidade relativa do ar entre 45 e 55%, e ciclo luz escuridéo de 12
horas. Os animais receberam racdo comercial para a espécie e agua ad libitum.

A inducdo a carcinogénese colorretal com o agente quimico 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) foi realizada em 28 animais e 10 animais foram mantidos
como grupo controle negativo (intestino normal). A inducdo ocorreu conforme
metodologia modificada por Laranjeira e colaboradores (1998) baseada no estudo
de Nauss e colaboradores (1984). Neste, o DMH foi dissolvido em NaCl 0,9%
contendo como veiculo 1,5% de EDTA, em pH final de 6,5 que foi atingido com o
uso de solucdo de NaOH 1N quando necessario. A aplicagdo do agente quimico foi
realizada por via subcutanea, uma vez por semana, por um periodo de cinco
semanas, na dose final de 240mg/kg.

Durante o processo de inducdo e promocdo do cancer colorretal, os animais
induzidos a carcinogénese foram divididos em quatro grupos experimentais, a saber:

- Grupo controle negativo DMH-/Jugara- = 10 animais;

- Gurpo controle positivo DMH+/Jucara- = 12 animais;

- Grupo DMH+/Jucara+ = 10 animais;

- Grupos DMH+/Jucara Extract = 6 animais;

A suplementacdo com o acai Jucara ocorreu uma semana apés o término da
inducdo da neoplasia. O suco do Jucara e o extrato foram disponibilizados trés
vezes por semana, por gavagem, até completarem as 23 semanas. O suco foi
preparado na proporcdo de uma parte de polpa para nove de agua, sendo
preparados 60 mL de suco de forma que cada animal consumiu 0 suco a uma
concentracdo de 0,3%. O extrato foi administrado diluido em &gua filtrada na
proporcao de 1:10.

Na 102 semana dois animais do grupo DMH+/Jucara Extract e cinco animais
dos demais grupos foram eutanasiados para contagem dos focos de criptas
aberrantes. E, na 232 semana quatro animais do DMH+/Jucara Extract, cinco

animais dos grupos DMH-/Jucara- e DMH+/Jucarat+ e sete animais do grupo
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DMH+/Jucara- foram eutanasiados para analise das lesdes e expressdo proteica.
Este processo de eutanasia ocorreu por meio da indugdo anestésica com a
associacdo de ketamina (75mg/Kg) + xilasina (6mg/Kg), seguido da aplicacdo de
cloreto de potassio hipersaturado. Os animais foram necropsiados e tiveram toda a
extensdo do intestino grosso aberto pela inser¢do do mesentério para a retirada das
do intestino para andlise dos focos de criptas aberrantes e lesdes acima de 0,1
centimetro em sua maior porgao.

Os tecidos coletados foram fixados em formalina 10% tamponada e
submetidos ao processamento rotineiro de inclusdo em parafina. Posteriormente,
foram realizados cortes histologicos de 3um de espessura, dispostos em laminas
histolégicas e coradas com hematoxilina-eosina para andlise e diagnéstico das
lesbes.

Todas as amostras dos grupos experimentais, com exce¢ao do grupo controle
negativo (intestinos normais) foram diagnosticadas de acordo com Perse e Cerar
(2011). Nas amostras pertencentes aos Grupos DMH+/Jucara- , DMH+/Jucara+ e
DMH+/Jucara Extract foram avaliadas as seguintes caracteristicas histopatoldgicas:
processo inflamatdrio (tipo e intensidade), pleomorfismo celular (intensidade), figuras
de mitose (ausente, <3/campo, >3/campo), invasdo de submucosa (auséncia ou
presenca), invasdo perineural (auséncia ou presenca), invasao linfatica (auséncia ou
presenca), invasao sanguinea (auséncia ou presenca), desmoplasia (auséncia ou
presenca), debris glandulares (auséncia ou presencga), necrose (auséncia ou

presenca).

2.6 Estatistica

Os dados referentes aos focos de criptas aberrantes, nimero de lesdes
macroscopicas encontradas na mucosa colorretal, bem como as caracteristicas
histopatoldgicas foram analisados utilizando o teste ANOVA para um critério,
seguido pelo teste t de Student. Os resultados estatisticamente significativos foram
indicados por p<0,05. A analise estatistica foi realizada com o software BioEstat 5.3

e as figuras desenvolvidas no software GraphPad Prism 6 Demo.



58

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise do namero de Focos de Criptas Aberrantes

A andlise do numero focos de criptas aberrantes foi realizada nos grupos
induzidos ao cancer (DMH+/Juscara-), nos grupos suplementados com o Juscara
(DMH+/Juscara+), com o extrato (DMH+/Juscara Extrato) e ainda no controle
negativo (DMH-/Jusgara-). Na figura 1 observa-se imagem de FCA encontrados no

intestino grosso dos ratos submetidos ao protocolo de inducdo de cancer com DMH.
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Figura 1. Numero de Focos de Criptas Aberrantes (FCA) em modelo experimental de carcinogénese
colorretal. A) O nimero médio de FCA encontrado na mucosa colorretal de ratos suplementados com
Jucara (DMH+/Jucara+) foi significativamente menor que em ratos ndo suplementados (DMH+/
Jucara-) (p=0,0054). B) Comparacéao do niumero de FCA com menos de trés criptas (FCA < 3) e mais
de trés criptas (FCA> 3). Note a reducdo no niumero de FCA>3 (p=0,0024)** e FCA < 3 (p=0,0381)***
no grupo DMH+/Jucara+ quando comparado com o0 grupo controle positivo (DMH+/Jucgara-). C)
Fotomicrografia de mucosa colorretal de ratos submetidos a carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina
corada com azul de metileno e evidenciacdo de focos de criptas aberrantes.
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Os Focos de Criptas Aberrantes sao considerados biomarcadores para o
cancer colorretal, pois sdo as primeiras alteracbes detectaveis no intestino de
modelos animais quimicamente induzidos a carcinogénese (BIRD, 1987; ALRAWI et
al.,, 2006; KHARE et al.,, 2006). Além disso, devido a similaridade genética
encontrada entre 0os mecanismos de desenvolvimento de FCA de roedores e
humanos, estas lesdes pré-neoplasicas podem ser utilizadas para estudos de
prevencao, rastreamento e deteccdo de fatores de risco e de protecdo associados
progressao ou recorréncia do cancer colorretal (CORPET e PIERRE, 2005; FEMIA e
CADERNI, 2008).

Por isso, a quantificacdo do numero de criptas é um importante fator para
analise do desevolvimento das lesdes, uma vez que, 0 surgimento e aumento do
namero e tamanho dos FCA parecem ser processos de divisdo da prépria cripta, ou
seja, origem clonal (CHENG e LAI, 2003; TAKAYAMA et al.,, 2005; GUPTA e
SCHOEN, 2009).

Os grupos de tratamento, controle positivo (DMH+/Jucara-), o grupo
suplementado com suco de Jucara (DMH+/Jucara+) e 0 que recebeu o extrato de
Jucara (DMH+/Jucara Extract) foram comparados (Figura 1) quanto a presenca de
criptas aberrantes. Na analise de focos totais, 0s resultados mostraram uma reducao
significativa no numero total de focos no grupo DMH+/Jucara+ quando comparado
ao grupo DMH+/Jucara- (p=0,0054).

A andlise das criptas aberrantes, considerando lesGes pré-neoplasicas com
mais de 3 criptas, mostraram diferencas significativas, com valores menores no
grupo suplementado com suco (DMH+/Jucara+) quando comparado com 0 grupo
DMH+/Jucara- (p=0,0024). Da mesma forma, as andlises considerando focos iguais
ou inferiores a 3 criptas mostraram diferencas entre os dois grupos, o suplementado
com suco (DMH+/Jucara+) e o controle positivo (DMH+/Jucara-) (p=0,0381).

As analises dos grupos DMH+/Jucara- e DMH+/Jucara Extract ndo mostraram
diferencas significativas (p=0,2721).

Os achados do presente trabalho, que observou redugdo do numero de
criptas aberrantes entre 0os grupos suplementados com suco de Jucara e néo
suplementados s&o compativeis com a ideia da presenca dos biocompostos
protetores ou bioativos antioxidantes, anti-inflamatérios e antitumorais encontrados
nesse tipo de acai (HOGAN et al., 2009; RUFINO et al., 2010; PAZ et al., 2015).
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Segundo a literatura, estes compostos tém a capacidade de capturar as
espécies reativas do oxigénio, promovendo o aumento da capacidade de absorcdo
de radicais livres, com a consequente reducdo das células proliferativas pela
modulacdo de vias de transducdo de sinal, apoptose e angiogénese (NEMA et al.,
2012).

Os resultados descritos na Tabela 2 mostram uma reducédo significativa do
grupo DMH+/Jucara+ quanto ao numero das lesdes pré-neoplasicas com numero de
criptas inferior ou igual a trés (FCA < 3 = 45,49%), foco com mais de trés criptas
(FCA > 3 = 64,02%) e ainda nos FCA totais (52,74%), quando comparado com o
grupo DMH+/Jugara-. Por sua vez, o grupo DMH+/Jucara Extract apresentou uma
menor reducdo do percentual de FCA totais (27,9%), das lesdes pré-neoplasicas
com mais de trés criptas por foco (FCA > 3 = 21,34%) e ainda no numero de criptas
inferior ou igual a trés (FCA < 3 = 32,15%). Estes resultados corroboram com o
encontrado por Fragoso e colaboradores (2013) que observaram que a
suplementacdo com o acai amazonico atenuou em 41% a formacéo de lesbes pré-

neoplasicas induzidas por dimetilhidrazina.

Tabela 2. Média e Percentual de Reducdo dos focos de cripta aberrante (FCA) nos grupos
experimentais induzidos ao céncer e suplementados com agai Jugara e seu extrato.

DMH-/Jugara- DMH+/Jucara- DMH+/Jucara+ DME;t/;];Cgtara
N°de Focos o Reducdao . Reducgao o Reducéao . Reducao
Média (%) Média (%) Média (%) Média (%)
Totais 0 0 209,5 0 99 52,74 151 27,9
> 3 criptas 0 0 82 0 29,5 64,02 64,5 21,34
< 3 criptas 0 0 127,5 0 69,5 45,49 86,5 32,15

Ainda, estudos realizados com outras frutas vermelhas como o mirtilo, a
amora e 0 oxicoco também mostraram uma reducao significativa no numero de focos
de criptas aberrantes em ratos induzidos a carcinogénese com azoximetano
(BOATENG et al., 2007). Lala e colaboradores (2006), em seus estudos observaram
uma reducédo significativa (p<0,005) no numero de FCA em ratos suplementados
com extratos ricos em antocianina originados de uva, boldo e aronia.

A literatura relata o efeito protetor da antocianina, por isso o estudo foi
estruturado com um dos grupos suplementados com extrato liofilizado de
antocianina. No entanto a comparacao dos resultados das andlises entre 0os grupos
DMH+/Jucara+ e DMH+/Jucara Extract, em relacdo ao niamero de focos de criptas

aberrantes mostrou um maior efeito do suco na fitoprotecdo do que do extrato
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liofilizado de antocianina. O suco do Jucara é um alimento rico em fibras, vitaminas e
compostos antioxidantes que atuam em sinergismo para promover esta fitoprotegao.

Desta forma, na comparacéo entre a suplementacdo com suco integral e com
0 extrato de antocianina, houve diferenca entre os valores percentuais das reducdes
de FCA apresentados na Tabela 2, observou-se que a reducgéo de criptas do grupo
suplementado com suco (DMH+/Jucara+) foi maior que a promovida pelo uso de
extrato liofilizado (DMH+/Jucara Extract). Esta diferenca no percentual de reducao
entre 0 grupo gque consumiu o0 suco integral de Jucara e aquele que consumiu
somente o extrato indica que outros compostos bioativos presentes no fruto possam
exercer um papel citoprotetor no intestino dos animais estudados.

Estes achados estdo de acordo com os estudos realizados com o acai
(Euterpe oleracea Mart.) que observaram que o uso do suco integral do fruto
reduziram a proliferacéo de célula leucémica HL-60 e colon HT-29 (POZO-INSFRAN
et al., 2006; JING et al., 2008; PACHECO-PALENCIA et al., 2008).

Classicamente, o composto N-acetilcisteina € relatado na literatura como um
composto antioxidante e anticarcinogénico, capaz de reduzir focos de criptas
aberrantes e tumores. Desta foram € comum a comparacdo dos achados da
literatura com essa substancia. No presente trabalho, o acai Jucara apresentou um
efeito inibitorio sobre o desenvolvimento dos FCA semelhante aos encontrados com
a N-acetilcisteina (DE FLORA et al., 1986; ROSTEIN e SLAGA, 1988; REDDY et al.,
1993; DE FLORA et al., 2001; SERIL et al., 2002; AMROUCHE-MEKKIOUI e
DJERDJOURI, 2012).

3.2 Avaliacdo do numero e caracteristicas histopatolégicas de lesdes em
mucosa colorretal de modelo experimental para cancer colorretal,
suplementados e ndo suplementados com acai Jucara

Na andlise do numero de lesBes dos animais estudados foi observado que o
Grupo DMH+/Jucara- apresentou 39 lesdes, com média de 5,5 lesGes por animal,
com no minimo quatro lesdes por animal, e no maximo de nove. No Grupo
DMH+/Jucara+ foram encontradas 42 lesbes, com uma média de 8,4 lesdes por
animal, no minimo duas e no maximo seis. No grupo DMH+/Jucgara Extract foram

encontradas 29 lesdes, com uma média de 7,25 lesGes por animal, com no minimo
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de seis lesbes por animal e maximo de oito. A andlise estatistica mostrou ndo haver
diferenca significativa no numero de lesdes nos trés grupos de tratamento
(p=0,2543).

Em relacdo as caracteristicas histopatolégicas avaliadas nos grupos de
tratamento, a Tabela 3 resume o numero e percentual encontrados em
adenocarcinoma tubular colorretal.

No Grupo DMH+/Jucara- foram encontradas 20 lesGes benignas (51,28%), 16
(41,02%) lesbes foram classificadas como malignas e trés (7,69%) como displasias.
A inflamagdo mononuclear foi a mais predominante nas amostras neste grupo.
Todas as lesdes malignas foram classificadas como adenocarcinoma tubular e duas
delas apresentaram invasao perineural e nenhuma apresentou invasdo linfatica e
sanguinea.

Em relagdo ao Grupo DMH+/Jugara+, foram encontradas 12 lesbes benignas
(28,57%) 23 (54,76%) lesbes foram classificadas como malignas e sete (16,66%)
como displasias. As lesdes malignas corresponderam a 15 adenocarcinomas
tubulares e oito adenocarcinomas de células em anel em cinete. Além disso, as
andlises mostraram uma predominancia de inflamac&o mononuclear nos tumores
observados. As lesBes também apresentaram pleomorfismo e inflamacédo brandas a
moderadas bem como caracteristicas histopatoldgicas compativeis com lesdes em
humanos.

A andlise histopatologica dos tumores do grupo DMH+/Jucara+, em relacao a
invasdo, do total de 42 amostras analisadas, 14 amostras apresentaram invasao
submucosa (33,33%) e destas, houve invasdo perineural em uma amostra e trés
apresentaram invasdo submucosa e perineural, sendo classificadas como

adenocarcinomas de células em anel em cinete.
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Tabela 2. Descritivo em namero e percentual das caracteristicas histopatolégicas de adenocarcinoma
tubular colorretal de ratos induzidos a carcinogénese pertencentes aos grupos DMH+/Jucara-,
DMH+/Jucara+ e Grupo DMH+/Jucara Extract.

DMH+/Jucara-

DMH+/Jucara+

DMH+/Jucara Extract

Adenocarcinoma Tubular

Adenocarcinoma

Adenocarcinoma

Inflamagéo Colorretal n (%) Tubular Colorretal n (%) Tubular Colorretal n (%)
Branda 0 (0%) 4 (26,67%) 0 (0%)
Moderada 7 (43,75%) 8 (53,33%) 9 (90%)
Severa 9 (56,25%) 3 (20%) 1 (10%)
Pleomorfismo
Ausente 2 (12,50%) 5 (33,33%) 0 (0%)
Brando 1 (6,25%) 3 (20%) 0 (0%)
Moderado 10 (62,50%) 6 (40%) 6 (60%)
Severo 3 (18,75%) 1 (6,67%) 4 (40%)
Mitose
Ausente 1 (6,25%) 2 (13,33%) 0 (0%)
< 3 campos 15 (93,75%) 12 (80%) 10 (100%)
> 3 campos 0 (0%) 1 (6,67%) 0 (0%)
Invasdo Submucosa
Ausente 3 (18,75%) 4 (26,67%) 4 (40%)
Presente 13 (81,25%) 11 (73,33%) 6 (60%)
Invasao Perineural
Ausente 2 (12,50%) 13 (86,67%) 9 (90%)
Presente 14 (87,50%) 2 (13,33%) 1 (10%)

Invasao Linfatica
Ausente
Presente

Invasédo Sanguinea

16 (100%)
0 (0%)

15 (100%)
0 (0%)

10 (100%)
0 (0%)

Ausente 16 (100%) 15 (100%) 10 (100%)
Presente 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Desmoplasia
Ausente 11 (68,75%) 11 (73,33%) 4 (40%)
Presente 5 (31,25%) 4 (26,67%) 6 (60%)
Debris Glandular
Ausente 2 (12,50%) 1 (6,67%) 0 (0%)
Presente 14 (87,50%) 14 (93,33%) 10 (100%)
Necrose
Ausente 15 (93,75%) 4 (26,67%) 9 (90%)
Presente 1 (6,25%) 11 (73,33%) 1 (10%)
Percentual Glandular
>95% 1 (6,25%) 5 (33,33%) 2 (20%)
50-95% 8 (50%) 1 (6,67%) 4 (40%)
<50% 7 (43,75%) 9 (60%) 4 (40%)
Grau de Diferenciacao
Pouco diferenciado 7 (43,75%) 9 (60%) 4 (40%)
Moderadamente diferenciado 8 (50%) 1 (6,67%) 4 (40%)
Bem diferenciado 1 (6,25%) 5 (33,33%) 2 (20%)
TOTAL 16 15 10




64

Em relagdo ao Grupo DMH+/Jugara Extract, foram encontradas 14 lesdes
benignas (48,27%), 10 (34,49%) lesbGes foram classificadas como malignas e cinco
(17,24%) como displasias. As lesdes malignas corresponderam a 10
adenocarcinomas tubulares e uma foi classificada como adenocarcinoma de células
em anel em cinete. Neste grupo, oito amostras apresentaram invasdao submucosa
sendo seis classificadas como adenocarcinoma tubular e duas amostras
classificadas como adenocarcinomas de células em anel em cinete.

Do total de lesbes malignas no grupo DMH+/Jucara Extract, todas as lesdes
consideradas bem diferenciadas (2/11) e moderadamente diferenciadas (4/11) foram
classificadas como adenocarcinoma tubular. Entre as lesdes pouco diferenciadas,
quatro (4/11) foram classificadas como adenocarcinoma tubular e uma (1/11) foi
classificada como adenocarcinomas de células em anel em cinete.

Além disso, o protocolo utilizando 1,2-dimetilhidrazina (DMH) induziu, como
esperado, lesGes macroscopicas tanto no grupo DMH+/Jucara- quanto nos grupos
DMH+/Jucara+ e DMH+/Jucara Extract, as quais foram possiveis de diagnosticar por
meio da histopatologia. Estudando a associacdo de uma simples dose de 1,2-
dimetilhidrazina como pré-carcindgeno seguido de colite ulcerativa crénica, Wang e
colaboradores (2004) encontraram alta incidéncia de displasia e cancer colorretal.

Desta forma, o modelo experimental com 1,2-dimetilhidrazina utilizado neste
estudo, permitiu encontrar lesdes com caracteristicas histopatologicas semelhantes
aguelas encontradas em neoplasias colorretais em humanos e que também podem
favorecer estudos moleculares e de expressdo proteica. O DMH é utilizado como
protocolo padréo de inducdo da carcinogénese em diversos laboratorios e seu uso
permite o estudo de interacBes intergénicas, epigenéticas e do processo de
desenvolvimento tumoral que vai de alteracBes pré-neoplasicas até tumores para
fins morfolégicos, moleculares ou terapéuticos (BALMAIN e HARRIS, 2000; SUMAN
et al., 2012; JOHNSON e FLEET, 2013).

A inflamacdo observada nos grupos de tratamento variou de moderada a
severa sendo encontrada a inflamac&o branda somente no grupo DMH+/Jucara+.
Diversos estudos vém relatando o efeito da suplementacdo com compostos
fendlicos na reducéo da inflamac&o em cultura de células e modelo modelos animais
de carcinogénese colorretal quando comparados aos grupos que ndo receberam a
suplementacédo (LEE et al., 2010; PAUL et al., 2010; MURTHY et al., 2012; DIAS et
al., 2014). A inflamacédo € importante para o desenvolvimento de cancer colorretal,
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pois doencas inflamatérias como a colite ulcerativa e a doenca inflamatoria do
intestino estdo associadas ao maior risco de desenvolvimento de CCR (EKBOM et
al., 1990; ULLMAN e ITZKOWITZ, 2011).

Considerando o pleomorfismo celular, observa-se que nos grupos
DMH+/Jucara- e DMH+/Jucara+ de tratamento, as lesdes malignas foram em sua
maioria moderadas a pouco diferenciadas. Sabe-se que o pleomorfismo celular esta
associado ao grau de diferenciacédo tumoral (JONES et al., 2000) e, considerando a
classificacdo determinada por Fleming e colaboradores (2012) para tumores
colorretais humanos, adota-se que tumores formados por mais que 95% de
glandulas séo considerados bem diferenciados, os moderadamente diferenciados
compreendem aqueles que apresentam entre 50-95% de glandulas e tumores pouco
diferenciados possuem maior parte sélida com menos de 50% de formacéo
glandular. Estes autores ainda relatam que aproximadamente 70% dos
adenocarcinomas colorretais sdo diagnosticados como moderadamente
diferenciados, seguido de pouco diferenciado (20%) e bem diferenciado (10%),
respectivamente. Resultados semelhantes a este foram encontrados neste estudo
para os grupos DMH+/Jucara- (50%, 43,75% e 6,25%, respectivamente) e
DMH+/Jucara+ (60%, 33,33% e 6,67%, respectivamente).

Considerando que no inicio do processo de carcinogénese colorretal ocorre
primeiramente a formacdo de focos de criptas aberrantes e somente apds acontece
a formacado de pdlipos benigos que posteriormente malignizam (McLELLAN, 1991;
THORUP, 1994; PARK et al., 1997), os resultados obtidos nesse trabalho sugerem
gue o Jucara atua predominantemente na inibicdo de focos de criptas aberrantes, ou
seja, nos processos de iniciacdo tumoral (INCA, 2018).

Esses achados corroboram com os estudos descritos na literatura com outras
espécies de acai que avaliaram tradicionalmente a exposicao entre 14 (CHOI et al.,
2017) e 24 semanas (FRAGOSO et al., 2013) e o presente estudo avaliou por 23
semanas, tempo suficiente para a evolucdo das criptas até estagios avancados e
invasivos do tumor.

Assim, Fragoso e colaboradores (2013) observaram que o acai amazbnico
reduziu a invasividade (p<0,005) e a multiplicidade tumoral (p=0,001) em ratos
induzidos a carcinogénese com o DMH e suplementados com o agai amazo6nico por
20 semanas. Choi e colaboradores (2017) observaram que o acai amazoénico reduz

a incidéncia de adenomas em 23,1% (p=0,006) e a multiplicidade de tumores em
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76,9% (p=0,002) em ratos tratados com azoximetano, resultados estes contrarios ao
encontrado neste trabalho.

Contrario de nossos achados, estudos com outros compostos, como com a
suplementacdo com elagitanino, outro composto fendlico, observado em modelo
animal de cancer colorretal por Wang e colaboradores (2010) mostraram nao haver
diferenca significativa entre o controle e os grupos com diferentes concentragdes de
elagitanino.

Estudos realizados em pacientes com cancer colorretal ttm mostrado que o
consumo de frutas ricas em compostos fendélicos pode reduzir a incidéncia de cancer
colorretal (AFRIN et al., 2016). No entanto, os resultados encontrados neste trabalho
sugerem que em paciente com alto risco (portadores de polipose adenomatosa ou
gue ja apresente pequenos polipos com FCA e doencas inflamatérias intestinais), o
consumo de Jucara pode aumentar o nimero de lesdes, potencializando as chances
do desenvolvimento de céancer colorretal. Este resultado corrobora com o encontrado
por Wang e colaboradores (2014) que observaram um aumento no namero de
polipos retais em pacientes com PAF que consumiram framboesas negras.

O numero de lesbes encontradas neste estudo foi variavel nos grupos
estudados, mantendo um numero maximo de nove e minimo de duas lesGes por
animal. Laranjeira e colaboradores (1998) também encontratam nove lesdes no
maximo em mucosa colorretal utilizando o DMH como indutor da carcinogénese
colorretal. Este resultado viabiliza o modelo experimental de suplementacdo com o
Jucara para estudos aplicaveis a pacientes que desenvolvem céancer colorretal
esporadico, no que diz respeito a patogénese, morfologia e alteracbes
biomoleculares, assim como estudos de sobrevida e prognostico, bem como
estratégias de tratamento.

Desta forma, os achados mostram a importancia do investimento em ciéncia
na area da biotecnologia. O estudo apresenta dados para orientar novos estudos de
substancias naturais no desenvolvimento tumoral, especialmente nas fases iniciais
da tumorigénese e abre perspectivas para o desenvolvimento de bioprodutos e
bioprocessos que atuem na prevencao do estresse oxidativo. A pesquisa ainda abre
perspectiva para a utilizagdo de Jucara e produtos a base de Jucara como
coadjuvantes em produtos que visem a modulagdo de desenvolvimento do cancer

colorretal bem como na melhoria na qualidade de vida dos individuos.
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Abstract:
The Jucara palm (Euterpe edulis Martius) produces small fruits that have

considerable levels of antioxidant compounds, such as anthocyanins. Anthocyanins
are dietary flavonoids, which are bioactive phytochemicals and widely distributed in
plants. Reactive oxygen species (ROS) are created in the cell through normal cellular
metabolism. They are a major cause of cellular injury in an increasing number of
diseases, including cancer. Colorectal cancer is a “lifestyle” disease, an antioxidant-
rich diet aids in its prevention by activating cytoprotective pathways and the
antioxidant cellular response This study investigated the effect of Jucara
supplementation in the expression of SOD-1, GPx and OGGL1 genes in rats induced
to colorectal carcinogenesis by 1,2-dimethylhydrazine (DMH). Rats were randomly
allocated into four groups: Control (DMH-/Jucara-), carcinogenesis-induced group
(DMH+/Jucara-), supplemented with Jucara juice (DMH+/Jucara+) and
supplemented with Jucara extract (DMH+/Extract). Supplementation with Jucara
occurred three times a week until the 23 weeks. Tubular adenocarcinoma obtained
was subjected to SOD1, GPx and OGG1 imunohistochemistry technique.
DMH+/Extract group had lower SOD1 expression compared to DMH+/Jucara- group
in the intratumoral inflammatory infiltrate (p=0.012) and in tumor cells (p=0.022).
Also, DMH+/Jucara+ group showed a significantly higher GPx expression (p<0.019)
than that shown in DMH+/Jucara- group in intratumoral lymphocytic inflammatory
infiltrate cells. On the other hand, no significant difference was observed among
OGG expression, both in intratumoral lymphocytic inflammatory infiltrate and in tumor
cells (p=0.102). Our results indicated ROS generated after administrating DMH were
effectively eliminated by Jucara supplementation treatment, thereby relieving
oxidative stress.

Implications: This study suggests that Jucara supplementation may act in
prevention of colorectal cancer, opening new possibilities for its use in dietary
supplementation, as well as in the development of products and medications for the

prevention and treatment of colorectal cancer.

Keywords: Colorectal cancer, oxidative stress, Superoxide Dismutase, Glutathione

peroxidase, Acai Jucara.
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Introduction
The Jucara palm (Euterpe edulis Martius) is a native fruit tree widely

distributed in Brazilian Atlantic Forest that belongs to Arecaceae family'. Theses
palms produce an edible palm heart, recognized as a noble product of economic
relevance in Brazil. Moreover, their natural regeneration has been reduced in nature
reserves, placing it as an endangered species®. The discovery of alternatives for the
sustainable use of Jugara represents an alternative palm exploration, which besides
adding value and contribute to the conservation of the species.

Jucara palm also produces spherical berries which have high energy value
due to high lipid content, besides having considerable carbohydrates, proteins and
minerals levels, especially potassium, iron and zinc. The nutritional properties of
Jucara fruit are similar to those of assai fruit, being, furthermore rich in bioactive
compounds, as anthocyanins®. Reis and cols.* described the physicochemical

characterization of Jucara pulp presented in Table 1.

Table 1. Physicochemical characterization of Jugara pulp represent by mean values expressed as wet
basis.

Physicochemical parameters Average values
pH 5.06 + 0.04
Acidity (% m/m citric acid) 0.19+0.01
Water content (%) 89.64 £ 0.24
Ashes (%) 0.39+0.01
Lipids (%) 3.33+0.08
Protein (%) 0.82+0.11
Total anthocyanin (mg of cyanidin 3-glycoside/100 g) 298.86 + 27.68
Antioxidant activity (mmol Trolox/g) 16.06 + 1.38
Total phenolic content (mg AGE/100 g) 1226.39 + 21.08

Among the anthocyanins found, we highlight mainly the cyanidin-3-O-
glucoside®.

Anthocyanins are a flavonoids subgroup and the principal pigments
responsible for the red, blue, and purple colors of terrestrial plants and have been
commercially used as nutraceuticals, antioxidants, and red natural colorants in
different foodstuffs, cosmetics and medicines®. Epidemiologic studies suggest that
anthocyanins consumption reduces risk of cardiovascular disease, diabetes, arthritis
and cancer due, at least in part, to their anti-oxidant, anti-inflammatory,
vasoprotective, antineoplastic, chemo- and hepatoprotective activities and they have
been widely used for therapeutic purposes’®. There are several reports focused on
the effect of anthocyanins in colorectal cancer because of their capacity to interact

with cancer cells and modify their cellular response®*®**. Anthocyanins have been
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demonstrated to inhibit selectively the growth of human colon cancer cell lines***3*

and restrict intestinal tumorigenesis in rat and mice models for human colon cancer
15,16,17.

Colorectal cancer (CCR) is the third most common cancer and the fourth most
common cause of cancer death worldwide with over 1.8 million new cases in 2018,
The geographical distribution of colorectal cancer is strictly related to environmental
factors and lifestyle, generating a huge socioeconomic impact, as it requires
individualized, long, exhaustive and still expensive treatment for health systems®®.

CCR is considered a “lifestyle” disease, since the highest incidence occurs in
countries with high consumption of red and processed meat, inadequate intake of
fruits and vegetables and high prevalence of obesity and overweight, physical
inactivity, alcohol consumption and smoking®®?°. In addition to lifestyle, genetic and
environmental factors directly influence in the initiation, promotion and development
stages of colorectal cancer. About 75% of cases are sporadic in origin, caused by
environmental factors (diet, depression, alcohol use, tobacco and microorganisms)
and 20% are from hereditary®>%,

Many types of cancer, including CCR are caused, in part, by the conversion of
cellular macromolecules to specific reactive oxygen species (ROS) during normal
cellular metabolism. This is because ROS act as second messengers in intracellular
signaling cascades that induce and maintain the oncogenic phenotype of cancer
cells, in addition to stimulating cell proliferation and survival, angiogenesis and
metastasis 3%,

Epidemiological studies indicate that specifc phytochemicals present in fruits
and vegetables may reduce the risk of cancer at multiple sites®. Phenolic
compounds act to regulate several signaling pathways, such as the cytoprotective
gene transcription pathway, which includes superoxide dismutase (SOD-1) and
glutathione peroxidase (GPx), as well as genes related to DNA repair such as 8-
oxoguanin DNA glycosylase (OGG1)*. These substances act to neutralize reactive
oxygen species, reducing tumor size and increasing patient longevity, and being
useful in reducing the side effects of chemotherapy and radiotherapy by reducing
their toxicity®’.

Thus, this work has brought into discussion the effects of food, specifically
Jucara fruit, on protein expression related to the development of colorectal cancer in

order to evaluate the possible effects that life habits may have on the tumorigenesis
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process associated with oxidative stress as well as to assist in a better evaluation of
colorectal cancer, clinical evolution of the patient or even in the therapeutic approach

to be taken.
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Materials and Methods

2.1. Ethics
Animals used in this study were maintained in accordance with National Institute of

Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publications N°
8023), 2011 review, and with Brazilian Law for Procedures for Animals Scientific Use
(#11794/2008). The experimental procedures were reviewed and approved by

Institutional Animal Care and Use Ethics Committee under protocol #043/2014.

2.2. Subjects
Thirty-eight male Wistar adult rats (kept in the Center for Experimental Models

Development of Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras), were used. Animals were
housed in number of 6 per cage under conditions of controlled temperature (22-
23°C), humidity (45-55%) and lighting (12h light, 12h dark). Food and water were
available ad libitum throughout the experiments.

2.3. Jucara fruit pulp and extract
Frozen Jucara pulp was supplied by a farmer from the rural communities of Rio Novo

do Sul, Espirito Santo, Brazil. This pulp was hermetically stored at a temperature of -
20°C, without any dyes or preservatives and protected from light and atmospheric
oxygen. The extraction and quantification of anthocyanins occurred by the differential
pH method according to the methodology adapted from Francis?® obtaining a result of
535.39 mg/g total anthocyanin and 413.79 mg/g cyanidin 3-glycoside. All analysis
were carried on Laboratory of Chemical Analyses of Food, Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES), Alegre/ES. The pulp and extract Jucara fruit was dissolved in
ratio of one-part pulp or extract to two parts of filtered water at 0,3% final
concentration. The physicochemical characterization of Jucara pulp was carried on
Laboratory of Chemical Analyses of Food of the Center of Agrarian Sciences and
Engineering of Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Alegre/ES, as
described by Reis®.

2.4. Cancer induced protocol
The cancer induction protocol througt 1,2-dimethylhydrazine (DMH) was

performed in twenty eight animals based on previous data®®. DMH was administered
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subcutaneously once a week for five weeks (240 mg/kg body weight). Control group

received an equivalent volume of saline solution.

2.5. Experimental design
Ten animals were used as negative control (DMH-). Animals cancer-induced

(DMH+) were randomly assigned to a three groups: positive control group
(DMH+/Jucara-) (n=12) treated with saline (NaCl 0,9%) (n=10), a Jucara fruit pulp
supplemented group (DMH+/Jucarat+) (n=10) and a Jucara pulp extract
supplemented group (DMH+/Extract) (n=6)3°3"%2 Jucara supplementation occurred
one week after the end of the induction of the neoplasia, and Jucara juice was made
available three times a week by gavage until 18 weeks after carcinogenesis induction
phase. In the DMH+/Jucara+ and DMH+/Extract groups, Jucara fruit pulp and extract
were supplemented in the form of a solution, at a ratio of one part pulp/extract to two
parts filtered water at the concentration of 0.3% according to consumption by

humans313233

After supplementation phase, all animals were euthanized by
anesthetic induction with ketamine and xylazine association followed by
supersaturated potassium chloride solution and, during necropsy, the whole large
intestine was removed, from the caecum to the anus. Tissue processing and
pathological analysis for differentiation degree was performed as previously
described Trivilin and cols.?® and according tumor differentiation scale proposed by
Fleming and cols.®*. The lesions were then classified as benign or malignant
neoplasm depending on their differentiation grade (well differentiated - 1, moderately

differentiated - 2 and poorly differentiated - 3).

2.5. Imunohistochemistry
Anti-SOD1 antibody (1:50, [G-11], sc17767, Santa Cruz, Dallas TX), Anti-GPx

antibody (1:50, [B-6] Santa Cruz, Dallas TX) and anti-OGG (1:25, [G-5] sc-376935,
Santa Cruz, Dallas TX) were used in the immunohistochemistry reaction with
negative control (no primary antibody) and positive control (colorectal cancer
controls). In this study, we analyzed tumor cells and samples of lymphocytic
inflammatory cells intratumorals Sample scoring was performed by semiquantitative
analysis, considering the stained cells number and signal intensity. Considering

SOD1, GPx and OGG1 immune-positive cells percentage, a score of 0 was given
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when all cells were negative; 1 score when 1-25% of cells were positive; 2 score
when 25-50% of cells were positive and 3 score when > 50% of cells were positive.
Signal intensity was scored as negative (0), weak (1), moderate (2) and strong (3).

d35,36

Both scores were multiplie and resulting score were used in our analyses.

2.6. Statistical analysis
Data were tabulated and submitted to consistency analysis. Kolmogorov-Smirnov

normality test was used to examine normality. SOD1, OGG and GPX scores was
analyzed by One-Way ANOVA . Multiple comparisons were performed using ANOVA
and Tukey’'s post hoc test when necessary. Within-group comparisons were
performed using unpaired t-test. All statistical tests were two-tailed and a significance
of 5% (p<0.05) was considered. Statistical analyzes were performed using GraphPad
Prism®, version 7.0 (GraphPad® Software Inc.). For best visualization, graphs were
constructed from the values of mean and standard errors of mean (SEM).

3. Results

3.1 Histopathological analysis of tumors

All animals induced to colorectal cancer showed lesions in colorectal mucosa. In the
positive control group (DMH+/Jugara-), the minimum number of lesions was four and
the maximum number of lesions found was nine, with an average of 5.50 injuries per
animal and a total of 39 lesions. In the Jucara pulp supplemented group (DMH+/
Jucgarat), 42 lesions were found with a mean of 8,40 per animal injuries. In this
group, the minimum and maximum number of lesions was two and six, respectively.
In the Jucara pulp extract supplemented group (DMH+/Extract) the average of
injuries per animal was 7.25 with a total of 29 lesions and a minimum and maximum
number of lesions was six and eight, respectively. Table 1 shows the number of
lesions and their diagnoses from which only Tubular Adenocarcinomas were
selected, given their homogeneous characteristics, and due to the fact of being the

most frequent injuries.
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Table 2. Number and percentage of intestinal mucosal lesions in an experimental model of colorectal

cancer between DMH+/Jucara-, DMH+/Jucara+ DMH+/Extract groups according to their diagnoses
DMH+/Jucgara- DMH+/Jucara+ DMH+/Extract

Lesion Diagnosis

n % n % n %
Dysplasia 2 7.4 8 23.0 2 125
Signett-ring cell adenocarcinoma - - 10 28.5 4 25.0
Tubular adenocarcinoma 25 92.6 17 48.5 10 62.5
Total 27 100 35 100 16 100

n: number of analyzed lesions, %: relative percentage to total number of characterized lesions.

3.2 Expression of antioxidant proteins SOD1, GPx and OGGL1 in colorectal
tubular adenocarcinoma
One-way ANOVA revealed significant difference among SOD1 expression

score means [F(3,43)=4.11; p=0.012] in the intratumoral inflammatory infiltrate. In
fact, Tukey’s test showed that DMH+/Extract group presented a decreased in SOD1
expression compared to DMH+/Jucgara- group. There were no significant differences
in SOD1 expression among other groups. Same pattern was observed in tumor cells,
animals that had been treated with DMH and received Jucara fruit extract showed a
reduced SOD1 expression [F(3,48)=3.5; p=0.022; one-way ANOVA and Tukey’s test]
when compared to animals DMH-treated only (DMH+/Jucara-). No significant
differences were observed between the remaining groups (Figure 1).

Analyzing the GPx expression, one-way ANOVA showed significant effects of
Jucara fruit pulp supplementation on GPx score in intratumoral lymphocytic
inflammatory infiltrate cells [F(3,44)=3.664; p<0.019]. Tukey's test revealed that GPx
score of DMH+/Jucara+ group was significantly higher than that shown in
DMH+/Jucara- group. No significant differences in other groups were observed

(Figure 2). There was no expression of GPx in tumor cells.
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Figure 1: Effects of DMH carcinogenesis induction (DMH+ groups) and Jugara fruit pulp (Jucara+
group) or Extract (Extract group) supplementation on SOD1 expression in rat. Control groups: DMH-
/Jucara- and DMH+/Jugara-. After carcinogenesis period (5 weeks), rats were treated with saline,
Jucara fruit or Jucara Extract three times a week during 18 weeks. A) Immunohistochemistry of tumor
cells. B) Immunohistochemistry of intratumoral lymphocytic inflammatory infiltrate cells.
Immunohistochemistry were performed and SOD1 expression score are presented as mean +
standard error. One-Way ANOVA followed by Tukey's post hoc test. * p <0.05 compared to the
DMH+/Jucara- group. C) Photomicrograph of strong expression of SOD1 protein in DMH+/Jucara+

group.
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Figure 2: Effects of DMH carcinogenesis induction (DMH+ groups) and Jucara fruit pulp (Jucara+
group) or Extract (Extract group) supplementation on GPX expression in rat. Control groups: DMH-
/Jucara- and DMH+/Jucara-. After carcinogenesis period (5 weeks), rats were treated with saline or
Jucara fruit three times a week during 18 weeks. A) Immunohistochemistry of intratumoral lymphocytic
inflammatory infiltrate cells were performed and GPX expression score are presented as mean +
standard error. One-Way ANOVA followed by Tukey's post hoc test. * p <0.05 compared to the
DMH+/Jucgara- group. B) Photomicrograph of strong expression of SOD1 protein in DMH+/Jucara+
group.

On the other hand, no significant difference was observed among OGG
expression, both in intratumoral lymphocytic inflammatory infiltrate and in tumor cells
(Figures 3) when analyzed by one-way ANOVA [F (3, 21) = 2.347; p=0.102 and F (3,
21) = 0.5092; p=0.680; respectively].
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Figure 3: Effects of DMH carcinogenesis induction (DMH+ groups) and Jugara fruit pulp (Jucara+
group) or Extract (Extract group) supplementation on OGG expression in rat. Control groups: DMH-
/Jucara- and DMH+/Jucara-. After carcinogenesis period (5 weeks), rats were treated with saline or
Jucara fruit three times a week during 18 weeks. A) Immunohistochemistry of tumor cells. B)
Immunohistochemistry of intratumoral lymphocytic inflammatory infiltrate cells. Immunohistochemistry
were performed and OGG expression score are presented as mean + standard error. One-Way
ANOVA. C) Photomicrograph of strong expression of SOD1 protein in DMH+/Jucara+ group.

Discussion
The goal of the present study was to evaluate the effect of Jucara

supplementation on tumor development, as well as to investigate the molecular
mechanisms underlying their anti-tumor effect associated with oxidative stress
pathway.

In the first analysis, our data shows that DMH+/Extract group presented a
decreased in SOD1 expression compared to DMH+/Jucara- group in both tumor cells
and intratumoral lymphocytic inflammatory infiltrate cells. This reduction in SOD1
expression is related to the presence of antioxidants in Jucara fruit. Similarly, GPx
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score of DMH+/Jucarat+ group was significantly lower than that shown in
DMH+/Jucara- group.

Growing evidence indicates the participation of reactive oxygen species (ROS)
and their reactive derivatives in the arising and development of colorectal cancer and
tumor microenvironment. ROS is involved in the proliferation of tumor cells either by
inducing DNA lesions likely to promote the carcinogenesis process or by directly
activating intracellular signals involved in the control of proliferation®”.

Increased ROS promotes activation of the cytoprotection pathway and reduces
the ROS-mediated stimulation of cell growth. In this sense, SOD1 is activated to
promote its antioxidant action through dismutation of superoxide radical (O;) to
hydrogen peroxide (H-O,) and GPx converts it to oxygen (O,)*®. Consistent with

these findings, Skrzycki and cols.*

observed an increase in SOD1 expression in
colorectal cancer tumor cells when compared with control group.

Somwara and colleagues® identified SOD1 as a promising lung cancer
therapeutic target in a screen for inhibitors of lung adenocarcinoma cell growth and
reduce apoptosis. This data supports the hypothesis that SOD1 may be essential for
the adaptation of cancer cells to elevated oxidative stress.

Decreased SOD1 expression reduces superoxide dismutation in hydrogen
peroxide, the GPx substrate. Without the presence of substrate, GPx has its
expression reduced under conditions with low ROS production. A recent study by the
Chandel’'s group** further reported the unexpected finding that inhibition of SOD1
leads to an increase rather than a decrease in hydrogen peroxide. This increase in
hydrogen peroxide is due to the inhibition of GPx enzymes by superoxide. This
correlation between low expression of SOD1 and GPx was observed in this study
where GPx score of DMH+/Jucara+ group was significantly lower than that shown in
DMH+/Jucara- group.

GPx-1 is the most ubitiquous and prevalent isoform of and contributes to about
70% of the total GPx enzyme activity in the cells of the gastrointestinal tract and
therefore plays a significant role in the colon’s antioxidant defense. In normal
mucosa, phenolic compounds have been found to increase the GPx levels due, at
least in part, to activation of the Nrf2-mediated cytoprotection pathway*.

The antioxidant enzyme system is a crucial factor in the modulation of
intracellular stress. Through this mechanism, ROS can be eliminated before they

damage the critical cellular macromolecules®.
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Data from this work shows a non-significant increase in OGG expression in
DMH+/Jucara+ group when compared to the supplemented groups. OGG1 is one of
the most important proteins of the base excision pathway, playing a crucial role in
maintaining genomic integrity and its activation occurs as a result of DNA exposure
to reactive oxygen species. The antioxidative capacity of Jucara, however, inhibits
ROS production by preventing DNA damage from occurring. Thus, there is a
reduction in OGG expression in the groups supplemented with Jucara.

Jucara fruit is nutritionally rich, possessing mineral elements in quantities near or,
for same elements, upper to the other fruits, like phosphorus, sulfur, potassium,
calcium, magnesium and iron**. When compared to other foods, Jucara pulp has a
high antioxidant capacity, mainly against superoxide and peroxyl radicals*, due to
their richness in vitamin C, B-carotene, polyphenols as well flavonoids*® and phenolic
compounds, mainly anthocyanins*’. For this property, in recent years, Jucara has
been used in the national market as a functional food.

Anthocyanins and anthocyanidins, have been a focus for discussions because of
their prevalence in diets. They are ubiquitous compounds found in red wine, and
other non-alcoholic beverages as well as fruits such as grapes, plums, acai, black
berries, cherries, raspberries, and vegetables such as purple cabbage and red
potatoes. On account of their antioxidative potentials, anthocyanins have been
implicated in reducing the risk of many diseases such as colorectal cancer by
reducing oxidative stress via regulation of various antioxidant enzymes, including
SOD1 and GPx***,

Preliminary studies of our group® shows an increase in SOD1 expression in the
group supplemented with the Jucara fruit pulp. Many of the biological effects of
antioxidants appear to be related to their ability not only to scavenge deleterious free
radicals but also modulate cell-signalling pathways®. This result demonstrates the
activation of the cellular cytoprotection pathway in the presence of Jucara in early
stages of tumor development.

However, data from this work suggests that in developed tumors, the decrease in
SOD1 and GPx expression occurs due to the presence of Jucara reduce the need for
protective responses by activation on cytoprotection pathway. Consequently, tumor

cells do not need to produce SOD1 and GPx to maintain cellular homeostasis.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados encontrados neste trabalho mostram que a suplementagéo com
o Jucara foi efetiva na reducéo da formacdo de Focos de Criptas Aberrantes nos
grupos expostos a esta substancia tanto na forma de suco quanto de extrato. Porém,
para tumores desenvolvidos observa-se que o0s grupos suplementados tanto com o
suco do Jucara quanto o extrato apresentaram tumores mais desenvolvidos em
termos de histopatologia. Observou-se ainda que em lesbes malignas o Jucara
também atuou na reducdo da expressdo de genes das vias de estresse oxitativo e
reparo. Desta forma, os dados deste trabalho abrem uma discusséo acerca do uso
de alimentos funcionais no desenvolvimento tumoral e como a intercdo de diversos
componentes presentes nestes alimentos podem atuar em sinergismo para alterar

todo o processo de tumorigénese colorretal.
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