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RESUMO 

A ação no combate ao estresse oxidativo e no aumento de apoptose em células de 

câncer colorretal têm sido demonstrados pela ingestão de compostos bioativos 

constituintes dos alimentos e no fruto juçara. Haja vista que o câncer colorretal está 

entre as três principais neoplasias com maior taxa de incidência e mortalidade em 

todo o mundo. O presente trabalho objetivou analisar o efeito in vitro e in vivo do suco 

de polpa e extrato do fruto juçara em câncer colorretal. Células Ht-29 e Caco-2 foram 

expostas a diferentes concentrações de polpa e extrato do fruto juçara por 24 horas e 

posteriormente analisadas por qRT-PCR. Para análise em in vivo utilizou-se 43 ratos 

machos Wistar, dividido em grupo controle (n=11) e induzido ao câncer colorretal 

(n=32). O suco e o extrato da polpa de juçara foram utilizados para suplementação 

dos ratos induzidos a carcinogênese. O ganho de peso corporal, o consumo alimentar, 

perfil bioquímico e hematológico foram avaliados. Bem como, quantificou-se focos de 

criptas aberrantes e lesões neoplásicas, mucinas em mucosa colorretal, imuno-

histoquímica e caracterização histopatológica de adenocarcinoma tubular. Foi 

observado no estudo in vitro diminuição significativa da expressão gênica de Nrf2, 

Keap1, Bax e Caspase 3 nas células Ht-29 e Caco-2 expostas ao extrato e a polpa do 

fruto juçara. Nos animais induzidos a carcinogênese observou-se perda de peso 

corpóreo e menor consumo alimentar. Evidenciou-se também diminuição dos níveis 

de aspartato aminotrasferase e dos níveis de albumina sérica e aumento nos níveis 

de alamina aminotrasferase no grupo suplementado com polpa. As lipoproteínas de 

baixa densidade no grupo suplementado com extrato também tiveram aumento. Além 

disso, ocorreu diminuição de 50,06% dos focos de criptas aberrantes atribuídos a 

suplementação com o suco da polpa do fruto Juçara. Constatou-se o aumento do 

número de placa de peyer no grupo suplementado com extrato; do percentual de 

mucinas ácidas; da expressão de Keap1 no grupo suplementado com suco de polpa. 

Mediante análise dos resultados foi possível inferir que o fruto juçara aumenta a 

sobrevida das células cancerígenas in vitro. Além disso, afeta significativamente o 

consumo alimentar e o ganho de peso corporal, com efeitos negativos sobre a 

albumina sérica e marcadores bioquímicos hepáticos como alanina aminotransferase 

e lipoproteína de baixa densidade. Logo o suco da polpa do fruto juçara apresenta 

ação protetora na fase inicial do desenvolvimento de câncer colorretal, atuando na 

prevenção do aparecimento de criptas aberrantes e na regulação dos níveis de 

aspartato aminotrasferase e Keap1, bem como na proteção da mucosa cólica.  

Palavras chaves: Substâncias bioativas; Via Kep1/Nrf2; Apoptose; Marcadores 

bioquímicos; Efeito nutricional.  



 
 

ABSTRACT 

Action in combat oxidative stress and increase apoptosis in colorectal cancer cells 

have been shown by the ingestion of bioactive compounds that constitute food and 

juçara fruit. having seen that colorectal cancer is among the three main neoplasms 

with the highest incidence and mortality rate worldwide. The present work aimed to 

analyze the in vitro and in vivo effect of pulp juice and extract of phenolic substances 

from juçara fruit in colorectal cancer. Ht-29 and Caco-2 cells were exposed to different 

concentrations of pulp and extract of juçara fruit for 24 hours and analyzed by qRT-

PCR. For in vivo analysis, 43 male Wistar rats were used, divided in control group 

(n=11) and induced to colorectal cancer (n=32). Juçara pulp juice and extract were 

used for supplementation of rats induced by colorectal carcinogenesis. Body weight 

gain, food consumption, biochemical and hematological profile were evaluated. Still, 

foci of aberrant crypts and neoplastic lesions, mucins in colorectal mucosa, 

immunohistochemistry and histopathological characterization of tubular 

adenocarcinoma were analyzed. A significant decrease in gene expression of Nrf2, 

Keap1, Bax and Caspase 3 was observed in the in vitro study in Ht-29 and Caco-2 

cells exposed to extract and pulp of juçara fruit. In animals induced to carcinogenesis, 

loss of body weight and lower food consumption were observed. There was also a 

decrease in aspartate aminotransferase and serum albumin levels and increase in 

alanine aminotransferase levels in the group supplemented with pulp. Low density 

lipoproteins in the extract supplemented group also increased. In addition, there was 

a 50.06% decrease in outbreaks of aberrant crypts attributed to supplementation with 

pulp juice of juçara fruit. There was an increase in number of peyer plates in the group 

supplemented with extract; percentage of acidic mucins and expression of Keap1 in 

the group supplemented with pulp juice. By analyzing the results it was possible to 

infer that juçara fruit increases the survival of cancer cells in vitro. In addition, it 

significantly affects food consumption and body weight gain, with negative effects on 

serum albumin and liver biochemical markers such as alanine aminotransferase and 

low density lipoprotein. Therefore, juçara fruit pulp juice has a protective action in the 

early stage of colorectal cancer development, acting to prevent the appearance of 

aberrant crypts and to regulate the levels of aspartate aminotrasferase and Keap1, as 

well as to protect the colic mucosa. 

Keywords: Bioactive substances; Via Kep1/Nrf2; Apoptosis; Biochemical markers; 

Nutritional effect. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A palmeira Juçara (Euterpe edulis Martius) é nativa da Mata Atlântica brasileira e 

produz frutos com importante valor nutricional, constituído de proteínas, açúcares, 

fibras, fração lipídica, vitaminas E e C, além de minerais e micronutriente β-caroteno 

(INADA et al., 2015; GUERGOLETTO et al., 2016). O fruto Juçara também se destaca 

pelas substâncias com ação antioxidante, como ácidos benzoico, cafêico, clorogênico, 

ferúlico, protocatecuíco, ρ-cumárico, siríngico, vanílico, saponinas e antocianinas 

(MARTINS, 2016; MOREIRA et al., 2017; RIBEIRO et al., 2018; BARROSO et al., 

2019).  

As substâncias antioxidantes são caracterizadas pela ação molecular envolvidas no 

combate ao estresse oxidativo (OLIVEIRA et al., 2011). Os polifenóis por exemplo são 

capazes de modular a ativação da via Nrf2/ Keap1 na presença do mesmo 

(SCAPAGNINI et al., 2011). A via Nrf2/ Keap1 atua na manutenção da homeostase 

celular, no sistema de detoxificação e na apoptose, na qual ativa genes anti e pro-

apoptótico, tais como Bcl-xL e Bax e subsequente ativação de Caspase 3 pelo gene 

pro-apoptótico (NITURE; JAISWAL, 2011). 

A desregulação da apoptose apresenta um papel importante no desenvolvimento de 

câncer colorretal, uma vez que, a expansão clonal de uma célula transformada 

depende de um descontrole da sua capacidade proliferativa e de uma crescente 

incapacidade de morrer por apoptose (Ge et al., 2017). Essa desregulação juntamente 

com outras alterações genéticas, resulta em modificações da mucosa colônica normal 

para lesões pré-malignas como focos de criptas aberrantes nas quais, podem evoluir 

para displasia e subsequente para adenomas ou carcinomas (BENEDIX et al., 2011; 

GE et al., 2017), somado à ocorrência de características clínicas para a doença que 

influenciam diretamente na qualidade de vida do paciente (CARAM et al., 2012).   

A quimioprevenção o desenvolvimento do câncer colorretal, bem como das 

características clínicas causadas pela doença pode ser alcançada pelo consumo de 

substâncias dietéticas como as contidas em frutas e vegetais (MOURA et al., 2012).  

Assim, a compreensão da ação dos compostos bioativos presentes no fruto Jussara 

na iniciação e promoção do câncer colorretal, bem como na regulação e ativação da 
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via Nrf2/Keap1 auxiliaria nos estudos que torna essa via um alvo molecular promissor 

para pesquisas relacionadas ao desenvolvimento do câncer. Pesquisas acerca deste 

conhecimento se fazem de suma importância para a geração de novas fontes 

diagnósticas, preventivas e terapêuticas, principalmente as envolvidas com estresse 

oxidativo. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo investigar o efeito in vitro 

e in vivo do suco de polpa e extrato de substâncias fenólicas do fruto Juçara em câncer 

colorretal.   
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2 OBJETIVO 

 

2.1 Objetivo geral  

 

Analisar o efeito in vitro e in vivo do suco de polpa e extrato de substâncias fenólicas 

do fruto Juçara em câncer colorretal.  

 

2.2 Objetivo especifico  

 

• Avaliar o efeito in vitro da suplementação com fruto Juçara, na forma de suco 

de polpa e extrato de substâncias fenólicas, na intensidade de expressão 

gênica de Nrf2, Keap1, Bax e Caspase 3 em linhagens celular de 

adenocarcinoma colorretal Caco-2 e HT-29, pela técnica de RT-qPCR;  

 

• Avaliar o efeito in vivo da suplementação com fruto Juçara na forma de suco 

de polpa e extrato de substâncias fenólicas no peso de ratos submetidos à 

carcinogênese com o agente 1,2-dimetillidrazina (DMH); 

 

• Avaliar o efeito in vivo da suplementação com fruto Juçara na forma de suco 

de polpa e extrato de substâncias fenólicas em parâmetros bioquímicos, tais 

como: aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), 

colesterol total, triglicéride, albumina sérica, proteína plasmática total, 

lipoproteína de baixa densidade (LDL), lipoproteína de alta densidade (HDL) e 

lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL) de ratos submetidos à 

carcinogênese com o agente 1,2-dimetillidrazina (DMH); 

 

• Avaliar o efeito in vivo da suplementação com fruto Juçara na forma suco de 

polpa e extrato de substâncias fenólicas em parâmetros hematológicos, tais 

como: hemoglobina, hematócrito, eritrócito, leucócito total, linfócito, neutrófilo, 

monócito, basófilo e eosinófilo de ratos submetidos à carcinogênese com o 

agente 1,2-dimetillidrazina (DMH); 

 

• Avaliar o efeito in vivo da suplementação com fruto Juçara na forma de suco 

de polpa e extrato de substâncias fenólicas em mucinas ácidas e básicas em 
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mucosa colorretal de ratos submetidos à carcinogênese com o agente 1,2-

dimetillidrazina (DMH); 

 

• Avaliar o efeito in vivo da suplementação com o fruto Juçara, na forma de suco 

de polpa e extrato de substâncias fenólicas, no desenvolvimento neoplásico, 

pela quantificação de focos de criptas aberrantes em mucosa colorretal de ratos 

submetidos à carcinogênese com o agente 1,2-dimetillidrazina (DMH); 

 

• Avaliar o efeito in vivo da suplementação com fruto Juçara, na forma de suco 

de polpa e extrato de substâncias fenólicas, no desenvolvimento neoplásico 

quantificando o número de tumores desenvolvidos após 23 semanas de 

experimentação; 

 

• Avaliar o efeito do fruto Juçara, na forma de suco de polpa e extrato de 

substâncias fenólicas, nas características anatomopatológicas dos tumores 

desenvolvidos; 

 

• Avaliar o efeito do fruto Juçara, na forma de suco de polpa e extrato de 

substâncias fenólicas, na intensidade de expressão proteica dos genes Nrf2, 

Keap1, Bcl-xL, Bax e Caspase-3 em lesões pré-neoplásicas (focos de criptas 

aberrantes) e nos tumores, pela técnica de imuno-histoquímica. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.2 Fruto da palmeira Jussara (Euterpe edulis Martius) 

 

O Euterpe Edulis Martius, faz parte de um gênero botânico de palmeira, da família 

Arecaceae, cujo fruto produzido chama-se Juçara. A palmeira é nativa da Mata 

Atlântica brasileira e produzidas nos estados de Bahia, Minas Gerais, Espírito Santo, 

Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (BORGES et 

al., 2011).   

A extração do palmito culminou na extinção da espécie nas áreas originais, visto que 

é necessário o corte da árvore para retirada do mesmo (PEREIRA et al., 2018). Assim, 

incentivou-se a produção dos frutos, tornando-se fonte de renda para as comunidades 

na Mata Atlântica e uma alternativa para a manutenção da espécie (COSTA et al, 

2006; SILVA et al., 2013). Além disso, o processo de despolpamento utilizado para 

extrair a polpa, permite recuperar uma grande quantidade de sementes, na qual pode 

ser utilizada para aumentar as populações do Euterpe Edulis Martius (COSTA et al., 

2008). Ademais, a palmeira desempenha um papel fundamental no ecossistema, 

fornecendo nutrição a fauna da Mata Atlântica por meio de seus frutos (REIS; 

KAGEYAMA, 2000). 

O fruto Juçara é arredondado, carnoso e fibroso, com apenas uma semente de 

aproximadamente 1,45 cm de diâmetro, correspondendo a 73,46% do peso do fruto 

(OLIVEIRA, 2002). O fruto é revestido por uma fina casca de coloração roxa escura 

quase negra, proveniente de um pigmento natural presente no fruto, a antocianina 

(Figura 1) (MOREIRA et al., 2017).  

 

Figura 1. Palmeira Euterpe Edulis Martius com frutos juçara (PESSOA, 2018).  
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O fruto também é constituído por minerais, tais como fósforo, enxofre, potássio, cálcio 

e magnésio em maior quantidade, seguido do sódio, cobalto, alumínio e ferro. Em 

menores quantidades possui manganês, zinco, cobre, boro e molibdênio (SILVA et al., 

2013), e ainda o micronutriente β-caroteno (NOVELLO, 2011). Ademais, o fruto 

apresenta um importante valor nutricional, por ser constituído de proteínas, açúcares, 

fibras e fração lipídica, com alto teor de ácidos graxos poli-insaturados e menor teor 

de lipídios saturados (GUERGOLETTO et al., 2016). 

Além de nutrientes, o fruto é constituído por vários compostos bioativos como os 

ácidos benzoico, cafeico, clorogênico, ferúlico, protocatecuíco, ρ-cumárico, ainda, 

possui siríngico, vanílico, flavonoides e saponinas. Assim, apresenta elevados teores 

de substâncias fenólicas que contribuem para a atividade antioxidante desses frutos 

(BORGES et al., 2011).   

 

3.3 Substâncias fenólicas  

 

As substâncias fenólicas são originadas do metabolismo secundário das plantas, 

essenciais para crescimento e reprodução da mesma (ROCKENBACH et al., 2008). 

Esses compostos também são responsáveis pela cor, adstringência, aroma e 

estabilidade oxidativa da planta, no qual, podem ser formados mesmo em condições 

de estresse, como infecções, ferimentos e radiações UV (NACZK; SHAHIDI, 2006; 

LAGANÀ et al., 2019).  

Os fenólicos possuem em sua estrutura um anel aromático com um ou mais 

substituintes hidroxílicos com seus grupos funcionais. As substâncias fenólicas de 

maior ocorrência natural, apresentam-se conjugadas ao mono e polissacarídeos por 

um ou mais grupo fenólico e também podem ter a forma de derivados funcionais, como 

os ésteres e metil ésteres (ANGELO; JORGE, 2007; LEE; DELANEY; LIPMAN, 2012).   

As substâncias fenólicas são descritas como o maior grupo de antioxidantes naturais 

(ABDRABBA; HUSSEIN, 2015) e podem ser encontrados principalmente em frutas 

cítricas, cereja, uva, ameixa, pêra (ANGELO; JORGE, 2007) e Jussara (BORGES et 

al., 2011). Existem cerca de 8.000 tipos de substâncias fenólicas, dos quais, se 

destacam os taninos, ácidos fenólicos, fenóis simples, tocoferóis, cumarinas, ligninas 

e flavonoides (ANGELO; JORGE, 2007; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).   
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Os flavonoides são considerados um dos maiores grupos de metabólitos secundários 

das plantas, caracterizados pela capacidade antioxidante (SÁNCHEZ-MORENO, 

2002; LOPES et al., 2010). A estrutura básica dos flavonoides consiste de um núcleo 

flavilium formado por quinze átomos de carbono arranjados em uma configuração de 

três anéis (C6-C3-C6), sendo dois anéis fenólicos e um pirano (BALASUNDRAM; 

SUNDRAM; SAMMAN, 2006).  

Os flavonoides possuem várias classes, sendo as principais: flavanas, flavonas, 

flavonóis, isoflavonóides (LAZARY, 2010), chalconas, auronas e antocianinas 

(BRAVO, 1998). Dentre essas classes de flavonoides destacam-se as antocianinas, 

um pigmento natural amplamente distribuído na natureza. As antocianinas são 

definidas quimicamente como glicosídeos de antocianidinas e caracterizadas por poli-

hidroxi e/ou polimetoxi derivados do 2- fenilbenzopirilium, ou cátion flavilium 

(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).  

Nos vegetais as antocianinas conferem diversas cores como azul, violeta, magenta, 

laranja e vermelho (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010) e ainda, 

desempenham atividades antioxidantes, proteção à ação da luz, mecanismo de 

defesa e função biológica (TAIZ; ZEIGER, 2009). Existem aproximadamente 400 tipos 

de antocianinas na natureza, no qual, se distinguem pelo número de grupos hidroxila 

e/ou grupos metoxi ou ainda pelo número de ácidos alifáticos ou aromáticos no tipo, 

no número e nos sítios de ligação de açúcares da molécula (DAMODARAM; PARKIN; 

FENNEMA, 2010). 

As antocianinas são muito utilizadas na coloração de alimentos pela indústria 

alimentícia, no entanto essas substâncias também apresentam propriedades 

terapêuticas com ação antioxidante (KAPADIA et al., 1997).  Esta ação antioxidante 

das antocianinas está relacionada a presença de hidroxilas fenólicas e as 

propriedades de oxirredução, na qual permite atuar na redução e doação de 

hidrogênio, possibilitando-as reagir com os radicais livres e impedir ou diminuir o 

estresse oxidativo (FONSECA et al., 2002).  

 

 3.4 Radicais livres e sistema de defesa antioxidante 
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Os radicais livres são espécies reativas de oxigênio (ERO) e nitrogênio (ERN), 

produzidos naturalmente no organismo, formados por moléculas orgânicas e 

inorgânicas ou átomos que contêm oxigênio e presença de um elétron não pareado 

na sua órbita externa (KUMAR; PANDEY, 2015). Essas moléculas são capazes de 

reagir com outras moléculas, tais como proteínas, carboidratos, lipídeos e o ácido 

desoxirribonucleico, contra as quais colidem e retira elétrons destas substâncias e 

modifica suas estruturas moleculares (HALLIWELL, 1994; YU, 1994).  

Os radicais livres são produzidos nas mitocôndrias onde o oxigênio sofre redução no 

processo de geração de ATP e recebe quatro elétrons, formando água. No final da 

cadeia transportadora de elétrons a citrocromo oxidase catalisa quatro moléculas de 

citrocromo c, retirando um elétron de cada molécula, em seguida esses elétrons são 

adicionados ao oxigênio para dar origem à água. Parte do oxigênio metabolizado nas 

mitocôndrias segue para o citoplasma e para a membrana celular, nesses locais o 

oxigênio é reduzido pela ação de enzimas específicas presentes na membrana celular 

e pela utilização de íons ferro e cobre. A redução do oxigênio origina superóxidos, 

hidroxilas e peróxidos de hidrogênio (BARBOSA et al., 2010). 

Em condições normais existem mecanismos antioxidantes para realizar o controle da 

produção dos radicais livres, no qual podem ser produzidos pelo corpo ou absorvidos 

pela dieta (HALLIWELL, 2007).  Os radicas livres, quando em baixa quantidade, 

desempenham papéis fisiológicos importantes como ativação do sistema imunológico, 

fagocitose, regulação do crescimento celular e síntese de substâncias biológicas 

(BLATT, 2013). 

Entretanto, quando há um desbalanço entre a produção de radicais livres e os 

mecanismos de defesa antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo, ou seja, à oxidação 

de biomoléculas (OLIVEIRA et al., 2011). A perda da função e da homeostase dessas 

moléculas causa a produção de compostos tóxicos ou dano tecidual, como oxidação 

da camada lipídica da membrana celular e danos as proteínas e ao DNA.  Essas 

alterações induzidas pelo estresse oxidativo têm um papel central na carcinogênese 

e no desenvolvimento de doenças neurodegenerativas, inflamatórias e 

cardiovasculares (COOKE et al., 2003; BARBOSA et al., 2010).  

O sistema de defesa antioxidante é responsável pela inibição e redução das lesões 

causadas pelos radicais livres nas células. Estes mecanismos de defesa, podem ser 
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por ação enzimática (SIES, 1993), tais como: superóxido dismutase (SOD), catalase, 

glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). Ou ainda, por ações 

antioxidantes não enzimáticos, na qual, envolve o ácido ascórbico (vitamina C), α-

tocoferol (vitamina E), tióis, bilirrubina, glutationa, carotenoides e flavonoides 

(MARITIM et al., 2003). A atividade antioxidante dessas substâncias está relacionada 

principalmente às suas propriedades de óxido-redução que desempenha um papel 

importante na absorção e neutralização de radicais livres por indisponibilidade do 

oxigênio ou decomposição de peróxidos (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).  

Dentre as substâncias, os flavonoides são os antioxidantes mais ativos e 

frequentemente encontrados nas frutas e vegetais, no qual, se destacam pela 

capacidade de sequestrar radicais livres (HALLIWELL et al., 1995). Da mesma forma, 

as vitaminas A, E, C e carotenoides também atuam na interceptação de radicais livres, 

impedindo danos sobre os lipídeos, aminoácidos, ácidos graxos poli-insaturados e as 

bases do DNA (GEY, 1998).  Além disso, a vitaminas A, E e C, junto com o mineral 

zinco (CÓRDOVA; ALVAREZ-MON, 1995) agem na proteção da membrana celular 

diante dos radicais que atacam as lipoproteínas de baixa densidade (STEINBERG, 

1991).  

Os ácidos graxos insaturados (CHENG; WANG; SHAO, 2016), também são 

reconhecidos por atuarem na modulação da função celular. Estás substâncias são 

mediadoras intracelulares da transdução de sinais e como moduladores das 

interações entre células, assim como, no aumento ou diminuição da produção de 

radicais livres (SIDDIQUI et al., 2017).  

Os antioxidantes também previnem danos hepáticos causados pela peroxidação 

lipídica e mantém a regulação das enzimas hepáticas como alamina aminotrasferase 

(ALT) e aspartato aminotrasferase (AST) (LIN et al., 2009). Sabe-se que essas 

substâncias apresentam ação na redução de glicemia em jejum e pós-prandial e no 

aumento dos níveis de lipoproteínas de alta densidade (HDL) (OLIVEIRA et al., 2019), 

apresentando também, funcionalidade na diminuição dos níveis sanguíneos de 

triglicerídeos (ARAÚJO et al., 2014), colesterol total, lipoproteínas de baixa densidade 

(LDL) (UDANI et al., 2011) e VLDL (KUO et al., 2009). Além disso, reduzem o número 

de células inflamatórias circulantes e atuam no aumento nos níveis de hematócrito e 

hemácias (LUDIDI et al., 2019). 
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Ainda, os antioxidantes presentes nos alimentos podem agir no reparo das lesões 

causadas pelos radicais como na remoção de danos da molécula de DNA e a 

reconstituição das membranas celulares danificadas, bem como, podem inibir as 

reações em cadeia com o ferro e o cobre, impedindo a formação dos radicais livres 

(YIIN; LIN, 1998).  Além disso, é relatado a ação dessas substâncias na parada do 

ciclo celular (GONZÁLEZ-SARRÍAS et al., 2013), em efeitos inibitórios na migração e 

invasividade das células de adenocarcinoma (LEE et al., 2011). Bem como, na 

redução da proliferação celular e na ativação da apoptose em células cancerígenas 

(SÁEZ et al., 2018).  

Alguns estudos inclusive têm demonstrado a ação de compostos bioativos na 

modulação da via Nrf2/ Keap1 (SCAPAGNINI et al., 2011). Esta via atua na indução 

da expressão de genes codificadores de enzimas e proteínas antioxidantes, bem 

como, proteínas anti- e pró apoptóticas, como Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large) e 

Bax (BCL-2-associated X protein) respectivamente (SUN et al., 2011; MILKOVIC; 

ZARKOVIC; SASO, 2017).  

 

 3.5 Via Nef2/Keap1  

 

O fator de transcrição Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2 [NF-E2] - nrelated factor 2) é 

membro da família cap-n-colar (CNC) e pertence a subfamília de fatores de transcrição 

de zíper de leucina básica (bZIP) (MOTOHASHI; YAMAMOTO, 2007). O Nrf2 é 

codificado pelo gene fator nuclear (derivado dos eritrócitos), 2 tipo 2 (NFE2L2), 

localizado na posição 2q31.2 do cromossomo 2, no qual, codifica uma proteína de 605 

aminoácidos (CHOI; KWAK, 2016). Este fator de transcrição tem a função de regular 

genes com sequências que contenham antioxidant response elements (ARE) nos 

seus promotores (MOTOHASHI; YAMAMOTO, 2007). 

Em condições basais o Nrf2 encontra-se no citoplasma ligado a proteína Keap1 (do 

inglês - Kelch-like ECH-associated Protein 1), também conhecida como inibidor 

citosólico do complexo Nrf2 (INrf2). A Keap1 pertence à família KLHL (DHANOA et al., 

2013) e está ligada a actina que se encontra predominantemente no citosol (XIANG 

et al., 2014).  



25 
 

A proteína Keap1 contém 624 aminoáciodos distribuídos em 5 domínios, a saber: NTR 

(Região AminoTerminal); CTR (Região Carboxi-terminal); IVR (Região de 

Intervenção); DGR (double-glycine repeat); e BTB (Broad-Complex, Tramtrack, and 

Bric a′ brac) (PANDEY et al., 2017). Estes três últimos domínios têm importante papel 

na ligação Keap1/Nrf2, o domínio BTB atua na homodimerização de duas proteínas 

Keap1 que permite a interação com o complexo Cul3 (Cul3-based ubiquitin E3 ligase 

complex) (FURUKAWA; XIONG, 2005). 

O domínio IVR é rico em resíduos de cisteína, na presença do estresse oxidativo 

alguns resíduos de cisteína, como o Cys 151 e o Cys 288 presentes na molécula 

tornam-se oxidados e formam pontes de dissulfito ou adutos covalentes que provoca 

uma mudança conformacional em Keap1 para prevenir a ubiquitinação e degradação 

de Nrf2 (MOON; GIACCIA, 2015). E o domínio DGR é responsável pela ligação de 

Keap1 com o domínio Neh2 de Nrf2 que regula negativamente a ativação de Nrf2 

(ITOH et al., 1999; XIANG et al., 2014). 

Em condições ausentes de stress oxidativo, o Nrf2 cuja semivida é aproximadamente 

20 minutos (KATOH et al., 2005) é transportado pelo Keap1 até o complexo Cul3-

Rbx1 (E3-ubiquitin ligase complex/Ring box protein 1). O complexo Cul3-Rbx1 marca 

por ubiquitinação o Nrf2 para degradação via proteassoma 26S. Assim, a quantidade 

de Nrf2 se mantém sempre baixa em condições fisiológicas (KOBAYASHI; KANG; 

OKAWA, 2004). 

No entanto, quando a célula é exposta a estímulos estressores, tais como aumento 

de ERO e ERN, ocorre a inibição da atividade da ubiquitina-E3-ligase no complexo 

Keap1-Cul3ne com subsequente liberação do Nrf2. A dissociação Nrf2-Keap1 leva à 

diminuição da taxa de proteólise e aumenta Nrf2 no núcleo. No núcleo o Nrf2 associa-

se com a proteína sMaf (small musculoaponeurotic fibrosarcoma), formando um 

heterodímero Nrf2/sMaf que se liga ao elemento de resposta antioxidante (ARE) ou 

ao elemento de resposta eletrolítica (EpRE) localizados na região promotora dos 

genes alvos (NITURE; KHATRI; JAISWAL, 2014). 

Desta forma, o complexo Nrf2/sMaf ao se ligar em ARE ou EpRE inicia o processo de 

transcrição (NITURE; KHATRI; JAISWAL, 2014), no qual pode transcrever mais de 

100 genes (HAYES; MAHON, 2009).  Após restabelecer a homeostase celular, a 

Keap1 se transloca para o núcleo e forma um complexo com Cul3 e Rbx1. Esse 
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complexo possibilita realizar a ligação de Keap1 com Nrf2 e levar o Nrf2 do citoplasma 

para degradação e assim controlar seus níveis dentro das células (Figura1) (LEE et 

al., 2007; NITURE; JAISWAL, 2013). 

 

Figura 2. Via de sinalização Nrf2/Keap1. Em condições normais, o Nrf2 é constantemente 

ubiquitinado pela proteína Keap1 e degradado no proteassoma. Após a exposição ao estresse 

oxidativo, Keap1 é inativado e Nrf2 torna-se fosforilado. O Nrf2 acumula-se no núcleo e forma um 

complexo com sMaf, subsequentemente se ligam aos elementos ARE ou EpRE, ativando a expressão 

de muitos genes. Após restabelecer a homeostase celular, a Keap1 entra no núcleo e forma um 

complexo com Cul3 e Rbx1, esse complexo leva o Nrf2 para degradação.  

Os genes ativados por Nrf2 atuam na manutenção da homeostase celular, no sistema 

de detoxificação e também na via de apoptose, como os genes Bcl-xL e Bax. Estudos 

tem verificado que a regulação de Bcl-xL mediada por Nrf2 é capaz de reduzir 

negativamente a proteína pro-apoptótica Bax e consequentemente reduzir a atividade 

de Caspase 3 para proteger as células da apoptose. Assim, a indução de Bcl-xL 

mediada por Nrf2 desempenha um papel importante na diminuição da apoptose 

celular e no aumento da sobrevivência celular (NITURE; JAISWAL, 2013). 

No entanto, pesquisas sobre a regulação de proteínas anti-apoptóticas por Keap1/Nrf2 

e seu papel na apoptose, demostraram a degradação da proteína anti-poptótica Bcl-

xL, mediada por Keap1, por meio da ubiquitina do complexo Keap1-Cul3-Rbx1, assim, 
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aumenta e/ou ativa fatores pró-apoptóticos como o Bax, contribuindo para o aumento 

da apoptose celular (NITURE; JAISWAL, 2011). 

 

 3.6 Apoptose  

 

A apoptose é um fenômeno de morte celular programada, geneticamente controlada 

por resposta que permite às células cometerem autodestruição após se expor a 

determinados estímulos fisiológicos, patogênicos ou citotóxicos (REED, 1999). Este 

processo é essencial para o desenvolvimento de processos fisiológicos e manutenção 

da homeostase tecidual, por eliminar células danificadas, envelhecidas e indesejáveis 

(WYLLIE, 1985).  

As células em apoptose são caracterizadas por uma retração da célula e 

consequentemente perda da aderência com a matriz extracelular e células vizinhas 

(MELO et al., 2000). Em seguida, a cromatina sofre condensação e se concentra junto 

à membrana nuclear e a membrana celular forma prolongamentos (blebs) e o núcleo 

se desintegra em fragmentos envoltos pela membrana nuclear (CURTIN; DONOVAN; 

COTTER, 2002). Estes prolongamentos gerados aumentam em número e tamanho e 

se rompem. Ao se romper são formados os corpos apoptóticos, os quais, são 

rapidamente fagocitados por macrófagos e removidos sem causar um processo 

inflamatório (WYLLIE; KERR; CURRIE, 1980; THOMADAKI; SCORILAS, 2006).  

Estes processos desencadeadores da apoptose são regulados pelas vias intrínseca e 

extrínseca (PAROLIN; REASON, 2001; FULDA; DEBATIN, 2006). A via extrínseca 

(extracelular) é desencadeada pela ativação dos receptores de fatores de necrose 

tumoral (rTNF). Estes fatores promovem a interação dos seus domínios de morte com 

as moléculas de FADD (Fas-associated death domain) que recruta a caspase-8, 

ativando a caspase-3, assim, executa a morte por apoptose (BUDIHARDJO et al., 

1999; ASHKENAZI, 2002; CARNEIRO; EL-DEIRY, 2020).  

A via intrínseca (intracelular ou mitocondrial) é ativada por danos ao DNA, ruptura de 

microtúbulos, hipóxia, estresse oxidativo e deficiência ou ausência de fatores de 

crescimento celulares (HENGARTNER, 2000; PAROLIN; REASON, 2001). A ativação 

desta via é controlada, principalmente, pelas proteínas da família Bcl-2 (B-cell 

lymphoma 2). Quando expressas estas proteínas são capazes de inibir a geração de 
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espécies reativas do oxigênio e a acidificação intracelular, bem como, estabilizar o 

potencial de membrana da mitocôndria, e ainda atuar na indução e repressão da 

apoptose (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; HUNOT; FLAVELL, 2001; BONNAL 

et al., 2020).  

Existem cerca de 25 genes na família Bcl-2 reconhecidas e estas moléculas são 

classificadas em anti-apoptóticas (BCL-2, BCL-XL, BCL-w, BFL-1, BRSAG-1, MCL-1, 

A1, E1B19K, LMW5-HL E EBV BHRF1) e pró- apoptóticas (BAX, BAK, BCL-XS, BAD, 

BID, BIK, HRK, BIM E BOK) (ADAMS; CORY, 1998; HENGARTNER, 2000; 

VERZELLA et al., 2020). A homeostase celular é mantida pelo equilibro relativo entre 

as diferentes proteínas, principalmente Bcl-xL e Bax, pela formação de homodímeros 

e heterodímeros, na qual, define a via de atuação sobre o mecanismo de morte celular 

programada (ZÖRNIG et al., 2001; BIERBRAUER et al., 2020).  

A proteína Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large) é um produto de transcrição do gene 

Bcl-x relacionado ao Bcl-2, possui a função de regular a via de indução e repressão 

de morte celular (HU et al., 1998). Após estímulos de morte, o Bcl-xL inibe a 

permeabilização da membrana externa da mitocôndria, impedindo o escape do 

citocromo c para o citosol. Esta inibição se deve a formação de heterodímeros com a 

proteína Bax (BCL-2-associated X protein) ou ainda, por competição de sítios a serem 

ocupados pela Bax na membrana externa mitocondrial (AMARANTE-MENDES; 

GREEN, 1999; SHI; KEHRL, 2019) (Figura 2). A proteína Bax é codificada pelo gene 

localizado na região cromossômica 19q13.3-q13.4, e representa o modelo das 

proteínas pró-apoptóticas (ANTONSSON; MARTINOU, 2000).  

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Apoptose
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Figura 3. Via de regulação da apoptose. Após um estimulo de morte, Bcl-xL é ativada e forma 

heterodímeros com Bax e ocupa os sítios da membrana mitocondrial a ser ocupados por Bax, 

impedindo a liberação do citocromo c e a morte celular por apoptose.  

Na presença de um estímulo apoptótico, como danos ao DNA, ocorre a ativação da 

Bax que migra do citoplasma para as proximidades das mitocôndrias, onde sofre 

ativação e modificação conformacional, aderindo à membrana mitocondrial externa 

(RODRIGUEZ; LAZEBNIK, 1999). Pequenas unidades de proteínas Bax ativadas 

tendem ao agrupamento, formando oligômeros que penetram a membrana 

mitocondrial externa (ANTONSSON; MARTINOU, 2000).  

Essa integração entre Bax e a membrana forma poros que possibilita a rápida 

liberação do citocromo c para o citosol, no qual, associa-se com Apaf-1 (Apoptotic 

protease activating factor 1) e à pró-caspase 9, formando o complexo apoptosoma, 

que promove a clivagem da pró-caspase-9, liberando a caspase-9 ativa, que por sua 

vez, ativa a caspase-3, dando início a cascata e ocasionando a apoptose (Figura 3) 

(RODRIGUEZ; LAZEBNIK, 1999;  ZIMMERMANN; BONZON; GREEN, 2001).  
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Figura 4. Via de ativação da apoptose. Após estimulo apoptótico (estresse oxidativo), Bax é ativado 

e migra do citoplasma para a membrana mitocondrial externa, onde constituem oligômeros, formando 

poros e subsequente liberação de citocromo c. O citocromo c associa-se com APAF-1 e pró-caspase 9 

formando o complexo apoptosoma. A Caspase 9 é clivada e ativa a Caspases 3 (efetora), levando a 

morte da célula.  

As Caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases) pertencem a família 

das cisteínas proteases, caracterizadas por possuir cisteina no sítio ativo 

(THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998). Essas proteases, tem a função de reconhecer e 

clivar substratos com resíduos de aspartato, levando à condensação e fragmentação 

do núcleo e externalização de fosfolipídios de membrana, por sua vez, sinalizam para 

estas células serem fagocitadas por macrófagos (ALBERTS et al., 2002; 

PELENGARIS; KHAN; EVAN, 2002).  

Cerca de quatorze caspases e respectivos substratos foram identificadas em 

humanos, seis delas (caspases -3, -6, -7, 8, -9, -10) participam da apoptose 

(BOATRIGHT; SALVESEN, 2003) e as demais (caspases -1, -4, -5, -11, -12, -13, -14) 

estão relacionadas a maturação de citoquinas (DENAULT; SALVESEN, 2002). As 

caspases envolvidas na apoptose são classificadas em caspases iniciadoras (-8, -9 e 

-10) e caspases executoras (-6, -3 e -7) (WOLF; GREEN, 1999; RUPNARAIN et al., 

2004), quanto a estas, a caspase -3 é a mais importantes, pode ser ativada por 

qualquer umas das caspases iniciadoras e tem o papel de clivar ICAD (Inhibitor of 
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CAD) para liberar CAD (Caspase-activated DNAse) que degrada DNA cromossômico 

provocando a condensação da cromatina (DESAGHER et al., 2000).  

No câncer a apoptose é um processo crítico, sabe-se que a expansão clonal de uma 

célula transformada depende de um descontrole da sua capacidade proliferativa e de 

uma crescente incapacidade de morrer por apoptose. No entanto compostos bioativos 

presentes nos alimentos tem demostrado ação no aumento de apoptose em células 

de câncer colorretal, dessa forma refletindo um importante mecanismo de prevenção 

(WATSON; PRITCHARD, 2000). 

 

3.7 Câncer colorretal (CCR) 

 

O câncer colorretal é um problema de saúde mundial, considerado a segunda causa 

de mortalidade e o terceiro tipo de câncer mais incidente. No ano de 2018 apresentou 

861.663 casos de mortes e 1.800.977 novos casos (BRAY et al., 2018). As taxas de 

incidência são mais elevadas em países industrializados e ocidentais, como a América 

do Norte, Europa, Austrália, Nova Zelândia, Leste da Ásia e na parte sul da América 

do Sul. No entanto, as taxas tendem a serem baixas na maioria das regiões da África 

e no sul da Ásia (LEE; DELANEY; LIPMAN, 2012; BRAY et al., 2018). 

No Brasil, as taxas de CCR representa o terceiro tipo mais frequente em homens e o 

segundo entre as mulheres. Em 2017 ocorreram 9.207 óbitos por câncer colorretal em 

homens e 9.660 em mulheres. Estimam-se, para cada ano do triênio de 2020-2022, 

20.520 novos casos em homens e 20.470 em mulheres (INCA, 2019).  

As Regiões Sul e Sudeste exibem maior incidência da doença, sendo que na região 

sudeste o CCR é o segundo mais prevalente em ambos os sexos e nas regiões Sul é 

o terceiro mais frequente em homens e o segundo em mulheres. Nas Regiões Centro-

Oeste o CCR também apresenta alta incidência é considerado o segundo mais 

frequente em homens e o terceiro em mulheres. Provavelmente, derivado dos hábitos 

de vida, como o baixo consumo de fibras e o alto teor de lipídios na dieta, ingestão 

elevada de álcool e prevalências mais altas de tabagismo (INCA, 2019).    

O CCR refere-se às neoplasias acometidas no cólon, junção retossigmóide, reto, ânus 

e o canal anal (BELOV; ZHOU; CHRISTOPHERSON, 2010). É considerado uma 
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doença multifatorial, com diversos fatores de risco associados ao seu 

desenvolvimento (BRENNER; KLOOR; POX, 2014).   

Aproximadamente 75% dos casos são de origem esporádica, causadas por fatores 

ambientais, tais como alimentação, depressão, uso de álcool, tabaco e micro-

organismos, ou ainda, pelos efeitos do envelhecimento. Cerca de 20% são de origem 

familiar e os outros 5% são secundários à doença inflamatória intestinal e síndromes 

de CCR hereditárias, como a síndrome de Lynch, polipose adenomatosa familiar e 

síndrome de Peutz-Jeghers (CRUZ et. al., 2004; MARKOWITZ; BERTOHNOLLI, 

2009; ASSIS, 2011). 

Dentre os fatores esporádicos a alimentação é a mais estudada, por apresentar 

importante papel na prevenção e também no aumento do risco de CCR. O alto 

consumo de carnes vermelhas, gorduras e álcool, estão associados a maior 

probabilidade de desenvolvimento de CCR (LESER; SOARES, 2001). Por outro lado, 

as frutas e verduras são associadas à proteção contra o CCR decorrente dos efeitos 

das substâncias bioativas presentes nesses alimentos, como as vitaminas A, E, C, 

carotenoides, selênio, folato e compostos fenólicos, que constituem o principal 

antioxidante derivados da dieta, no qual estão associados à neutralização de radicais 

livres (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). 

O câncer colorretal surge de alterações genéticas causadas principalmente pelo 

estresse oxidativo, que atuam na oxidação de estruturas das membranas celulares e 

do DNA (OLIVEIRA et al., 2011), desencadeando alterações genéticas durante o 

crescimento, desenvolvimento e morte celular, levando a proliferação de células 

anormais (WHEELER et. al., 2001, PARK; NAM, 2020).  

As vias genéticas mais estudadas sobre a progressão do câncer colorretal são a via 

da instabilidade cromossômica, via da instabilidade de microssatélites e a via da 

instabilidade epigenética (em inglês, também conhecido como CpG Island Methylator 

Phenotype – CIMP) (BRASILEIRO FILHO, 2013). A via de instabilidade cromossômica 

é a mais frequente e inicia-se por mutação no gene supressor tumoral, como o gene 

da polipose adenomatosa coli (APC) e mutações de ativação em proto-oncogenes, 

como K-ras (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) que causa 

aumento da expansão clonal das células (ARMAGHANY et al., 2012). 
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O gene APC tem a função de regular a via APC/Wnt/β-catenina. Mutações neste gene 

ocasiona aumento de β-catenina culminando com o aumento da proliferação, 

diferenciação, migração e adesão de células colorretais (ARMAGHANY et al., 2012). 

As alterações no gene K-ras promove um estado ativado permanente da célula e 

escape da apoptose (MALUMBRES; BARBACID, 2003).  Subsequentemente, ocorre 

perda do gene supressor tumoral TP53, no qual, confere expansão às células com 

vantagens adicionais de crescimento que em última análise leva a cânceres invasivos 

(MUNDADE et al., 2014). 

A via de instabilidade de microssatélite ocorre em regiões com pequenos segmentos 

repetitivos de DNA com sequência maior ou menor do que o original. Esta via é 

impulsionada pelo dano do gene de APC e caracteriza-se por metilação aberrante nas 

ilhas CpG do gene MLH1 (mutL homolog 1) (ARMAGHANY et al., 2012). A falha 

desses genes conduz à mutações subsequentes em genes alvos específicos 

envolvidos na proliferação e diferenciação celular, como receptor II do fator de 

crescimento transformante β (TGFβRII) e proteínas envolvidas na regulação da 

apoptose, como Bax, que permite a invasão de tumores com microssatélites instáveis 

(MUNDADE et al., 2014). 

A terceira via do pólipo serrilhado ocorre por hipermetilação aberrante nas ilhas CpG 

das regiões promotoras de genes envolvidos na regulação do ciclo celular, apoptose, 

angiogênese, reparação do DNA, e ainda invasão e adesão celular (OGINO et al., 

2006).  Nesta via ocorre mutação de BRAF que faz com que a sinalização MAPKs / 

ERK aumente e subsequentemente aumente a metilação de outros genes e danos 

nos genes supressores de tumor, tais como TP53, p16 que inicia o câncer colorretal 

(SHIMA et al., 2011). 

Estas alterações genéticas desencadeiam modificações na mucosa colorretal, na qual 

inicia-se predominantemente a partir do tecido epitelial, proveniente de pólipos 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018) ou de focos de criptas aberrantes (FCA). As 

criptas aberrantes são caracterizadas por alterações morfológicas nas criptas de 

Lieberkühn com aberturas terminais alteradas, tamanho maior que as criptas 

adjacentes e espessamento epitelial com células proeminentes. Ambas, lesões pré-

neoplásicas podem evoluir para uma displasia, dando origem a adenomas e 

carcinomas colorretais (CHENG; LAI, 2003). 
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Dentre estas neoplasias, os adenocarcinomas são responsáveis por 90% dos casos 

de câncer colorretal humano (MUNRO et al., 2017) e podem ser classificados em 

tubular, viloso e misto (BENEDIX et al., 2011; PASCHKE et al., 2018). Os 

adenocarcinomas são relatados por modificar à composição e diminuição da produção 

das mucinas (BOLEIJ; TJALSMA, 2012).  

As mucinas são heterogêneo de glicoproteínas produzidas por tecidos epiteliais, 

dependendo da composição de seus monossacarídeos, as mucinas são classificadas 

em neutras ou ácidas. As mucinas neutras auxiliam na digestão e proteção do epitélio 

contra microrganismos, sua estrutura é formada por monossacarídeos de manose, 

galactose e galactosamina. As mucinas ácidas atuam na proteção contra patógenos 

e agentes químicos, apresentam em sua composição ácidos siálico (sulfomucinas e 

sialomucinas) (MELO-JUNIOR et al., 2006; BOLEIJ; TJALSMA, 2012).  

Assim como as mucinas, as placas de peyer também atuam na defesa contra da 

mucosa cólica por meio da indução imunológica ou de defesa contra antígenos. As 

placas de peyer são agregados de nódulos linfáticos que constituem um componente 

principal do tecido linfático associado ao intestino (GALT). Esses nódulos, utilizam 

uma complexa interação entre células do sistema imunológico localizadas nos 

folículos linfoides e no epitélio folicular associado (CERUTTI; CHEN; CHORNY, 2011). 

Somado à estas alterações da mucosa colônica são apresentadas manifestações 

clínicas, em sítios distantes do tumor ou de suas metástases. Estas características 

podem ser decorrentes da produção de substâncias pelas células tumorais 

responsáveis por efeitos sistémico ou resultantes da diminuição de substâncias 

habitualmente presentes no organismo, que leva ao aparecimento de sintomas ou 

ainda derivadas de resposta imunitária do hospedeiro ao tumor (PATEL; DAVILA; 

PETERS, 1993).  

Em alguns casos, essas alterações clínicas podem representar o primeiro sinal clínico 

do paciente, e podem, inclusive, direcionar ou modificar uma suspeita clínica inicial 

(GÁMEZ; LUCAS; RODRÍGUEZ, 2001). Frequentemente é observado perda de peso, 

disfunção imune e variações metabólicas bem como, modificações nos parâmetros 

bioquímicos e hematológicos (CARAM et al., 2012).   
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4 CAPITULO 1  

 

Artigo intitulado “Efeito inibidores de extrato e polpa do fruto juçara (Euterpe edulis 

Martius) na via Nrf2/Keap1 associadas a apoptose em células de adenocarcinoma 

colorretal Ht-29 e Caco-2”.  

Artigo a submeter.  
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Destaques  16 

• Polpa do fruto juçara aumenta a viabilidade de células HT-29 e Caco-2.  17 

• Polpa e extrato do fruto juçara diminui a expressão de Nrf2, Keap1, Bax e 18 

Caspase em adenocarcinoma colorretal.  19 

• Fruto juçara protege células Ht-29 e Caco-2 da apoptose.  20 

Resumo  21 

Compostos bioativos presentes nos alimentos, como os existentes no fruto juçara tem 22 

demonstrado ação no aumento de apoptose em células de câncer colorretal. Diante 23 

disso, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito in vitro da suplementação com 24 

fruto Juçara, na forma de polpa e extrato, na intensidade de expressão gênica de Nrf2, 25 

Keap1, Bax e Caspase 3 em linhagens celular de adenocarcinoma colorretal Caco-2 26 

e HT-29. Celulas HT-29 e Caco-2 foram expostas a diferentes concentrações de polpa 27 

e extrato do fruto juçara por 24 horas. Posteriormente realizou-se teste de viabilidade 28 

celular por MTS e amplificação de RNA por qRT-PCR. Como resultado, foi observado 29 

aumento na viabilidade das células HT-29 e Caco-2 incubadas em concentrações de 30 

5 mg/ml e 50 mg/mL de polpa do fruto Juçara, respectivamente. Também, houve 31 
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diminuição da expressão gênica de Nrf2, Keap1, Bax e Caspase 3 nas células Ht-29 32 

e Caco-2 expostas a concentração de 0,1 mg/mL e de 0,5 mg/mL de extrato. Ainda, 33 

em células Ht-29, observou-se diminuição da expressão gênica de Nrf2, Bax e 34 

Caspase 3 nas concentrações de 5 mg/mL (exceto Nrf2) e 50 mg/mL de polpa. 35 

Finalmente, em células Caco-2, diminuição da expressão de Nrf2, Keap1 e Caspase 36 

3 na concentração de 10 mg/L de polpa do fruto juçara. Conclui-se que a polpa e o 37 

extrato do fruto juçara regula positivamente Nrf2 e negativamente Keap1 em 38 

adenocarcinoma colorretal. Sugerimos que Keap1, ao ser inibido pelo fruto juçara, 39 

diminui Bax e, consequentemente, a atividade da Caspase 3, aumentando a sobrevida 40 

das células cancerígenas.  41 

Palavras chaves: Substâncias fenólicas; Viabilidade celular; Bax; Caspase 3; 42 

antioxidantes; câncer colorretal.  43 

1. Introdução  44 

Entre os numerosos tipos de câncer, as neoplasias colorretais estão entre os três 45 

principais, com maior taxa de incidência e mortalidade em todo o mundo. Em 2018 46 

apresentou 861.663 casos de mortes e 1.800.977 novos casos [1].   47 

No câncer colorretal, a apoptose é um processo crítico. Sabe-se que a expansão 48 

clonal de uma célula transformada depende de um descontrole da sua capacidade 49 

proliferativa e de uma crescente incapacidade de morrer por apoptose [2]. Contudo, 50 

compostos bioativos presentes nos alimentos, como os presentes no fruto juçara tem 51 

demostrado ação no aumento de apoptose em células de câncer colorretal, dessa 52 

forma, refletindo um importante mecanismo de prevenção [3].  53 

O fruto juçara é constituído de proteínas, açúcares, fibras, fração lipídica, vitaminas C, 54 

E e minerais [4]. E ainda, por compostos bioativos, tais como ácidos benzoicos, 55 

cafeico, clorogênico, ferúlico, protocatecuíco, ρ-cumárico, siríngico, vanílico, 56 

flavonoides e saponinas [5–8]. 57 

Os compostos bioativos podem impedir o início da carcinogênese colorretal através 58 

da eliminação direta de radicais livres ou por gerar sinais de estresse químico ou 59 

eletrofílico. Para tal, os compostos bioativos ativam proteínas relacionadas a várias 60 

vias de sinalização celular, dentre estas a via de apoptose [3,9–12].  61 
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Essas proteínas são mediadas pela ativação do complexo proteína Keap1 (Kelch-like 62 

ECH-associated Protein 1), associada ao fator de transcrição Nrf2 (Nuclear factor 63 

erythroid 2 [NF-E2] - nrelated factor 2). Na presença do estresse oxidativo ocorre a 64 

inibição da atividade da ubiquitina-E3-ligase no complexo Keap1-Cul3ne com 65 

subsequente liberação do Nrf2 [3,10,11,13]. A dissociação Nrf2-Keap1 leva à 66 

diminuição da taxa de proteólise e aumenta Nrf2 no núcleo. No núcleo, o Nrf2 associa-67 

se com a proteína sMaf (small musculoaponeurotic fibrosarcoma), formando um 68 

heterodímero Nrf2/sMaf, que se liga ao elemento de resposta antioxidante (ARE) ou 69 

ao elemento de resposta eletrolítica (EpRE), localizados na região promotora dos 70 

genes alvos [11,14–16]. 71 

Os genes ativados por Nrf2 atuam na manutenção da homeostase celular, no sistema 72 

de detoxificação e também na via de apoptose [14]. A ativação de Nrf2 regula Bcl-xL 73 

[17], reduz negativamente a proteína pro-apoptótica Bax e, consequentemente, reduz 74 

a atividade de Caspase 3 para proteger as células da apoptose. Assim, a indução de 75 

Bcl-xL mediada por Nrf2 desempenha um papel importante na diminuição da apoptose 76 

celular e no aumento da sobrevivência celular [15].  77 

Por outro lado, Keap1 degrada a proteína anti-poptótica Bcl-xL, através da ubiquitina 78 

do complexo Keap1-Cul3-Rbx1 e, assim, aumenta e/ou ativa fatores pró-apoptóticos 79 

como o Bax [18,19]. Quando ativado, Bax migra do citoplasma para a membrana 80 

mitocondrial externa, onde constituem oligômeros, formando poros e subsequente 81 

liberação de citocromo c. O citocromo c associa-se com APAF-1 e pró-caspase 9, 82 

formando o complexo apoptosoma. A Caspase 9 é clivada e ativa a Caspases 3, 83 

levando à morte da célula [20,21]. 84 

Na busca de descoberta de novos medicamentos, estudos tem investigado o efeito de 85 

substâncias bioativas, principalmente os antioxidantes derivados de alimentos, como 86 

frutas e legumes na prevenção do câncer. No entanto, a literatura não descreve 87 

estudos sobre o efeito do fruto juçara na prevenção de câncer colorretal, 88 

principalmente relacionado a via Nrf2/Keap1 associada à apoptose. Diante disso, este 89 

trabalho teve como objetivo avaliar o efeito in vitro da suplementação com fruto Juçara, 90 

na forma de polpa e extrato, na expressão gênica de Nrf2, Keap1, Bax e Caspase 3, 91 

em linhagens celular de adenocarcinoma colorretal Caco-2 e HT-29.  92 

2. Materiais e métodos 93 
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2.1. Fruto Juçara  94 

Foi utilizado um lote comercial de polpa fina (tipo C) [22] e orgânica do fruto Juçara 95 

(Euterpe edulis Martius), obtido em uma agroindústria de polpa de juçara da cidade 96 

de Rio Novo do Sul, localizada na região Sul do Estado do Espírito Santo, Brasil. Deste 97 

lote de polpa foram extraídas as substâncias fenólicas, com posterior liofilização do 98 

extrato [23]. 99 

2.2. Cultura Celular  100 

As linhagens celulares utilizadas foram Caco-2 e HT-29, ambas adenocarcinoma 101 

colorretal humano e adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro. As células 102 

foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s® (DEMEM, Gibco, Germany), 103 

suplementado com 20% de soro fetal bovino, 0,1% de solução antibiótica-antimicótica 104 

para Caco-2 e 1% da solução antibiótica-antimicótica para HT-29. As células foram 105 

mantidas a 37°C em ambiente contendo 5% de CO2. 106 

2.3. Teste de viabilidade celular  107 

Foram distribuídas 8×103 células por poço em placas de cultura de 96 poços. As 108 

células foram cultivadas até atingirem o tempo de ligação nas placas (48 horas). Após, 109 

as células foram expotas a diferentes concentrações de polpa do fruto Juçara 110 

(5mg/mL, 10mg/mL, 50mg/mL e 100mg/mL) e de extrato de substâncias fenólicas 111 

(0,05mg/mL, 0,1mg/mL, 0,5mg/mL e 1mg/mL) e por tempo de 24 horas.  112 

Passado o tempo de exposição, analisou-se a viabilidade celular por meio do método 113 

colorimétrico baseado na biorredução do composto MTS (Promega® #G3580). A 114 

absorbância foi lida em leitor de microplacas no comprimento de 490 nm, usando 115 

como controle células não expostas ao fruto juçara. O experimento foi realizado em 116 

triplicata.  117 

2.4. Extração de RNA   118 

A extração de RNA foi realizada em triplicata e com Trizol (Life Technologies), 119 

seguindo as especificações do fabricante. A quantificação de RNA foi feita no 120 

espectrofotômetro Nanodrop® e a qualidade foi avaliada por eletroforese em gel de 121 

agarose a 1%.     122 

2.5. qRT-PCR 123 
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O RNA total das células foi utilizado para sintetizar cDNA e posterior amplificação por 124 

qRT-PCR empregando o kit real GoTaq® 1-Step qRT-PCR System (Promega). A 125 

técnica foi realizada em triplicata. Utilizou-se o gene GAPDH como gene de referência 126 

e primers específicos para os genes Nrf2, Keap1, Bax e Caspase 3, ambos foram 127 

desenhados no programa de bioinformática PrimerQuest (Tabela 1). A análise da 128 

expressão gênica foi realizada pelo método ΔCT e ΔΔCT e os valores de 2-ΔΔCt foram 129 

aplicados na montagem dos gráficos [24].  130 

Tabela 1. Sequência dos primers utilizados no qRT-PCR. 131 

Gene  Sequência  Tm 

Nrf2 Reverse 5’-CAG AAT CAC TGA GGC CAA GTA G -3’ 

Forward 5’- CCG GCA TTT CAC TAA ACA CAA G -3’ 

Tm: 55.1oC 

Tm: 54.6oC 

Keap1 Reverse 5’- ACT CGT TCC TCT CTG GGT AG -3’ 

Forward 5’- TGT CCT CAA TCG TCT CCT TTA TG -3’ 

Tm: 55.4oC 

Tm: 54.3oC 

Bax Reverse 5’- GAT CAG TTC CGG CAC CTT G -3’ 

Forward 5’- TCT GAC GGC AAC TTC AAC TG -3’ 

Tm: 56.1oC 

Tm: 55.3oC 

Caspase 3 Reverse 5’- ATA ATA ACC AGG TGC TGT GGA G -3’ 

Forward 5’- AGA CAG ACA GTG GTG TTG ATG -3’ 

Tm: 54.5oC 

Tm: 54.7oC 

GAPDH Reverse 5’- GAG TCC TTC CAC GAT ACC AAA G -3’ 

Forward 5’- GGT GTG AAC CAT GAG AAG TAT GA -3’ 

Tm: 55.1oC 

Tm: 54.5oC 

 132 

2.6. Análise de dados   133 

Todas as variáveis passaram por análise de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk. As 134 

variáveis de viabilidade celular (Caco-2) passaram pelo teste de análise de variância 135 

One-way (ANOVA), seguido por pós hoc teste de Tukey. As variáveis viabilidade 136 

celular (HT-29) e expressão gênica passaram pelo teste de análise de variância 137 

Kruskall-Wallis, seguido por pós hoc teste de Dumn.  Todas as análises e figuras foram 138 

desenvolvidas no Software Estatístico de livre acesso R (R Development Core Team), 139 

considerando um nível de significância de 5%. 140 

3. Resultados  141 

3.1. Viabilidade Celular  142 

Foi observado aumento significativo (p=0.0128) na viabilidade das células de HT-29 143 

incubadas na concentração de 5 mg/ml de polpa do fruto Juçara em relação ao 144 

controle (Figura 1a). As células de HT-29 incubadas em diferentes concentrações de 145 
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extrato de substâncias fenólicas não apresentaram diferenças significativas na 146 

viabilidade celular (Figura 1b).  147 

 148 

Figura 1. Efeito in vitro da viabilidade em linhagem celular de adenocarcinoma 149 

colorretal (HT-29) incubadas com polpa e extrato de substâncias fenólicas do fruto 150 

Juçara. (a) Análise da viabilidade inferida após incubação com polpa do fruto Juçara 151 

por 24h. (b) Análise da viabilidade inferida após incubação com extrato de compostos 152 

fenólicos por 24h. * diferença estatística significante quanto ao percentual de 153 

viabilidade celular p <0,05.  154 

A linhagem celular Caco-2 apresentou aumento significativo (p=0.0378) da viabilidade 155 

celular quando incubadas na concentração de 50 mg/mL de polpa do fruto Juçara em 156 

comparação ao controle (Figura 2a). As células de Caco-2 incubadas em diferentes 157 

concentrações de extrato de substâncias fenólicas não apresentaram diferenças 158 

significativas na viabilidade celular (Figura 2b).  159 
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 160 

Figura 2. Efeito in vitro da viabilidade em linhagem celular de adenocarcinoma 161 

colorretal (Caco-2) incubadas com suco de polpa e extrato de substâncias fenólicas 162 

do fruto Juçara. (a) Análise da viabilidade inferida após incubação com polpa do fruto 163 

Juçara por 24h. (B) Análise da viabilidade inferida após incubação com extrato de 164 

compostos fenólicos por 24h. * diferença estatística significante quanto ao percentual 165 

de viabilidade celular p <0,05.  166 

3.2. Perfil de expressão de Nrf2, Keap1, Bax e Caspase 3 em linhagem 167 

celular de HT-29 exposta à concentração de polpa do fruto Juçara.  168 

O gene Nrf2 demostrou diminuição da expressão gênica em células Ht-29 expostas a 169 

concentração de 50 mg/mL (p=0.0179) de polpa do fruto juçara em comparação ao 170 

controle (Figura 3a). A concentração de 50 mg/mL também promoveu diminuição da 171 

expressão do gene em comparação à concentração de 100 mg/mL (p=0.0088) de 172 

polpa do fruto juçara. Ainda, houve diminuição da expressão de Nrf2 na exposição à 173 

concentração de 5 mg/mL em comparação à exposição na concentração de 10 mg/mL 174 

(p=0.0179) de polpa.   175 

Quanto ao gene Keap1, não houve diferença significativa nas células H-29 expostas 176 

às diferentes concentrações de polpa do fruto juçara ao comparar com o controle 177 

(Figura 3b). Porém, nas concentrações de 5 mg/mL de 50 mg/mL observou-se 178 

diminuição da expressão gênica ao serem comparadas com as concentrações de 10 179 

mg/mL (p=0.0010; p=0.0112 respectivamente) e 100mg/mL (p=0.0041; p=0.0339 180 

respectivamente) de polpa.  181 
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Em relação aos genes Bax e Caspase 3, houve diminuição da expressão gênica em 182 

células Ht-29 expostas às concentrações de 5 mg/mL (p=0.0010) e de 50mg/mL 183 

(p=0.0041) de polpa em comparação com o controle (Figura 3c e 3d). A concentração 184 

de 5 mg/mL, quando comparada às demais concentrações, promoveu diminuição da 185 

expressão gênica em comparação à concentração de 10 mg/mL (p=0.0112) de polpa. 186 

Também ocorreu diminuição da expressão de Bax e Caspase 3 na concentração de 187 

50mg/mL de polpa em comparação à concentração de 10 mg/mL (p=0.0339) de polpa. 188 

 189 

Figura 3. Perfil de expressão dos genes Nrf2, Keap1, Bax e Caspase 3 em linhagem 190 

celular de HT-29 expostas à diferentes concentrações de polpa do fruto Juçara. a) 191 

Perfil de expressão de Nrf2. b) Perfil de expressão de Keap1. c) Perfil de expressão 192 

de Bax. d) Perfil de expressão de Caspase 3. Letras diferentes entre colunas 193 

significam diferença estatística significante entre as médias de expressão gênica. 194 

3.3. Perfil de expressão de Nrf2, Keap1, Bax e Caspase 3 em linhagem 195 

celular de HT-29 exposta à concentração de Extrato de substâncias 196 

fenólicas  197 

Foi observada diminuição na expressão de Nrf2 nas células Ht-29 expostas a 198 

concentração de 0,5 mg/mL (p=0.0414) de extrato de substâncias fenólicas em 199 
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comparação ao controle (Figura 4a). A concentração de 0,5 mg/mL de extrato também 200 

promoveu diminuição da expressão gênica em comparação às concentrações de 0,05 201 

mg/mL (p=0.0023) e de 1mg/mL (p=0.0053) de extrato. Ainda, houve diminuição da 202 

expressão de Nrf2 nas células expostas a concentração de 0,1 mg/mL em 203 

comparação às concentrações de 0,05 mg/mL (p=0.0142) e de 1mg/mL (p=0.0053) 204 

de extrato.  205 

O perfil de expressão de Keap1 analisado não apresentou diferença significativa nas 206 

células Ht-29 expostas às diferentes concentrações de extrato de substâncias 207 

fenólicas ao comparar com o controle (Figura 4b). No entanto, foi observada 208 

diminuição da expressão de Keap1 na exposição a concentração de 0,1 mg/mL em 209 

comparação às concentrações de 0,05 mg/mL (P=0.0069) e de 1mg/mL (p=0.0142) 210 

de extrato. Observou-se também uma diminuição na expressão do gene nas células 211 

expostas a concentração de 0,5 mg/mL em comparação às concentrações de 0,05 212 

mg/mL (p=0.0031) e 1mg/mL (p=0.0069) de extrato.  213 

Os genes Bax e Caspase 3 apresentaram diminuição da expressão gênica nas células 214 

Ht-29 expostas às concentrações de 0,1 mg/mL (p= 0.0179) e de 0,5 215 

mg/mL(p=0.0031) de extrato de substâncias fenólicas em comparação ao controle 216 

(Figura 4c e 4d). A concentração de 0,1 mg/mL também promoveu diminuição da 217 

expressão dos genes em comparação a concentração de 0,05 mg/mL (p= 0.0223) de 218 

extrato. Ao comparar a concentração de 0,5 mg/mL com as demais, verificou-se 219 

diminuição da expressão de Bax e Caspase 3 em comparação as concentrações de 220 

0,05 mg/mL (p=0.0041) e de 1,0 mg/mL (p=0.0414) de extrato de substâncias 221 

fenólicas.  222 
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 223 

Figura 4. Perfil de expressão dos genes Nrf2, Keap1, Bax e Caspase 3 em linhagem 224 

celular de HT-29 expostas à concentração de extrato de substâncias fenólicas. a) 225 

Perfil de expressão de Nrf2. b) Perfil de expressão de Keap1. c) Perfil de expressão 226 

de Bax. d) Perfil de expressão de Caspase 3. Letras diferentes entre colunas 227 

significam diferença estatística significante entre as médias de expressão gênica.  228 

3.4. Perfil de expressão de Nrf2, Keap1, Bax e Caspase 3 em linhagem 229 

celular de Caco-2 exposta à concentração de polpa do fruto Juçara.  230 

Observou-se diminuição da expressão de Nrf2 nas células Caco-2 expostas às 231 

concentrações de 10 mg/mL (p=0.0011) e de 50 mg/mL (p=0.0271) de polpa do fruto 232 

juçara em comparação ao controle (Figura 5a). A concentração de 10 mg/mL também 233 

promoveu diminuição da expressão do gene em comparação à concentração de 5 234 

mg/mL polpa (p=0.0271).  235 

O gene Keap1 apresentou diminuição da expressão nas células Caco-2 expostas à 236 

concentração de 10 mg/mL (p=0.0271) de polpa, quando comparado ao controle 237 

(Figura 5b). Ainda, na concentração de 10 mg/mL verificou-se diminuição da 238 

expressão de Keap1 ao comparar com a concentração de 50 mg/mL de polpa 239 

(p=0.0046).  240 
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O perfil de expressão de Bax analisado não apresentou diferença significativa nas 241 

células expostas às diferentes concentrações de polpa do fruto juçara ao comparar 242 

com o controle (Figura 5c). Entretanto, foi observada diminuição na expressão de Bax 243 

quando exposto à concentração de 10 mg/mL de polpa em comparação à 244 

concentração de 5 mg/mL de polpa (p=0.0011). 245 

Quanto ao perfil de expressão de Caspase 3, nosso resultado demostrou diminuição 246 

da expressão nas células Caco-2 expostas apenas à concentração de 10 mg/mL 247 

(p=0.0271) de polpa em comparação ao controle (Figura 5d). Também verificou-se 248 

diminuição da expressão do gene nas concentrações de 10 mg/mL (p=0.0011) e de 249 

50 mg/mL (p=0.0271) em comparação à concentração de 5 mg/mL de polpa do fruto 250 

juçara.    251 
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 252 

Figura 5. Perfil de expressão dos genes Nrf2, Keap1, Bax e Caspase 3 em linhagem 253 

celular de Caco-2 expostas à diferentes concentrações de polpa do fruto Juçara. a) 254 

Perfil de expressão de Nrf2. b) Perfil de expressão de Keap1. c) Perfil de expressão 255 

de Bax. d) Perfil de expressão de Caspase 3. Letras diferentes entre colunas 256 

significam diferença estatística significante entre as médias de expressão gênica. 257 

3.5. Perfil de expressão de Nrf2, Keap1, Bax e Caspase 3 em linhagem 258 

celular de Caco-2 exposta à concentração de Extrato de substâncias 259 

fenólicas.  260 

O nível de expressão observado para os genes Nrf2 e Caspase 3 foram menores nas 261 

células Caco-2 expostas as concentrações de 0,1 mg/mL (p=0.0011) e de 0,5 mg/mL 262 

(p= 0.0208) de extrato em comparação ao controle (Figura 6a e 6d). A exposição à 263 

concentração de 0,1 mg/mL de extrato também promoveu diminuição da expressão 264 

dos genes quando comparada à concentração de 0,05 mg/mL (p=0.0208) de extrato 265 

de substâncias fenólicas.  266 

O perfil de expressão de Keap1 analisado segue o mesmo padrão observado para 267 

Nfr2 e Caspase 3. Foi observada diminuição apenas nas células Caco-2 expostas às 268 
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concentrações de 0,1 mg/mL (p=0.0033) e de 0,5 mg/mL (p=0.0087) de extrato, em 269 

comparação ao controle (Figura 6b). Também verificou-se diminuição da expressão 270 

gênica de Keap1 nas células expostas à concentração de 0,1 mg/mL quando 271 

comparada à concentração de 0,05 mg/mL (p=0.0447) de extrato.  272 

Quanto à expressão de Bax, observou-se diminuição nas células Caco-2 expostas 273 

apenas à concentração de 0,5 mg/mL de extrato (p=0.0157), em comparação ao 274 

controle (Figura 6c). Ainda, a concentração de 0,5 mg/mL apresentou diminuição da 275 

expressão de Bax em comparação à concentração de 0,05 mg/mL de extrato 276 

(p=0.0016). A concentração de 0,1 mg/mL de extrato também apresentou diminuição 277 

da expressão gênica quando comparada à concentração de 0,05 mg/mL de extrato 278 

(p=0.0271).  279 

 280 

Figura 6. Perfil de expressão dos genes Nrf2, Keap1, Bax e Caspase 3 em linhagem 281 

celular de Caco-2 expostas à diferentes concentrações de extrato de substâncias 282 

fenólicas. a) Perfil de expressão de Nrf2. b) Perfil de expressão de Keap1. c) Perfil de 283 

expressão de Bax. d) Perfil de expressão de Caspase 3. Letras diferentes entre 284 

colunas significam diferença estatística significante entre as médias de expressão 285 

gênica.  286 
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4. Discussão  287 

As linhagens de células Caco-2 e Ht-29, apesar de vindas de um mesmo tipo tumoral, 288 

apresentam características distintas. A linhagem Caco-2 são células com fenótipo 289 

mais diferenciado e proliferação mais lenta [25]. Isto justifica a diferença da viabilidade 290 

celular encontrada entre células Caco-2 e Ht-29 neste trabalho, ao serem expostas às 291 

mesmas concentrações de polpa do fruto juçara, como demostrado nas Figuras 1 e 292 

2.   293 

Não foram encontrados na literatura estudos sobre o efeito do fruto juçara em 294 

linhagens de células, principalmente relacionado ao câncer colorretal. No entanto, Lim 295 

& Lim (2006) demostraram os efeitos de sucos de frutas cítricas, os quais apresentam 296 

propriedades bioativas semelhantes à juçara em células Caco-2. O estudo 297 

demonstrou efeitos citotóxicos dos sucos de lima e de limão na concentração ≥ 30%. 298 

As análises dos sucos de toranja e pummelo a 10% não afetaram a viabilidade celular 299 

e o suco de laranja aumentou a viabilidade celular apenas em concentrações mais 300 

baixas (< 30%) [26].    301 

Outro estudo dos mesmos autores analisou o suco de cereja da Cornualha, rico em 302 

substâncias antioxidantes em células Ht-29 e Caco-2. Esta análise apresentou efeitos 303 

inibidores na viabilidade de células expostas a concentrações crescentes do suco 304 

(0,0007-1% v/v) por 72 h [26]. Matusiewicz e colaboradores (2019) verificaram o efeito 305 

antioxidante do suco de raiz de cenoura em células Caco-2 e o resultado de ensaio 306 

de 24 horas de células expostas ao suco nas concentrações de 10, 1 e 0,1 mg/mL 307 

também demostrou redução da viabilidade celular [27].  308 

Mediante nossos estudos, é possível aferir que o fruto juçara, tanto na forma de polpa 309 

como extrato de substâncias fenólicas, não foi capaz de reduzir a viabilidade celular. 310 

Além disso, sugerimos que concentrações menores de polpa do fruto juçara aumente 311 

a sobrevida das células cancerígenas, visto o aumento da viabilidade celular de Ht-29 312 

na concentração de 5 mg/mL de polpa. Ainda, insinuamos que a atividade máxima de 313 

viabilidade celular de Caco-2 seja na concentração de 50 mg/mL. Uma vez que, a 314 

relação dose-resposta apresenta modelo hormético em forma de U invertido [28].    315 

Em relação à análise do perfil de expressão gênica, observou-se diminuição da 316 

expressão dos genes Nrf2, Keap1, Bax e Caspase 3 em celulas Ht-29 e Caco-2 317 
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expostas à concentração de 0,5 mg/mL de extrato de substâncias fenólicas (Figura 4 318 

e 6). Também é notório a diminuição da expressão de todos os genes analisados em 319 

ambas as linhagens para a concentração 0,1mg/mL de extrato. Além disso, nossos 320 

dados apresentam resposta hormética em forma de U. Ou seja, em doses baixas, há 321 

um efeito adverso alto, no qual diminui com o aumento da dose e à medida que a dose 322 

é aumentada uma resposta adversa aparece e aumenta [28].  323 

Tan e colaboradores (2011) estudaram o efeito do extrato de ameixa de Kakadu, rico 324 

em substâncias antioxidantes, em células Ht-29. No estudo, as células foram 325 

submetidas às concentrações igual ou superior a 200 µg/ml por 12h, sendo verificado 326 

aumento da expressão de Nrf2 e Keap1 [29]. Pesquisa realizada em células caco-2 327 

expostas a extrato de cebola, diluídos 1:2 em meio DMEM/FBS por 6h também 328 

apresentou aumento da expressão de keap1 e Nrf2 [30].  329 

Estudo com protocatecualdeído, um polifenol extraído do fungo Phellinus gilvus, 330 

realizado em células Ht-29, expôs aumento da expressão de Bax e Caspase 3 [31]. 331 

Ainda neste sentido, Elkhateeb e colaboradores (2018) constataram regulação 332 

positiva de Bax e, consequentemente, aumento da expressão de Caspase 3 em suas 333 

pesquisas. Para tal, os autores expuseram células Caco-2 ao extrato de cogumelo 334 

nas concentrações de 80 e 160 μg/mL [32].  Diante do exposto, nossos resultados 335 

contrapõe as pesquisas descritas anteriormente, demostrando inibição da expressão 336 

dos genes analisados.  337 

Ainda em referência à expressão gênica, nossos resultados apontaram diminuição da 338 

expressão de Nrf2, Bax e Caspase 3 em células Ht-29 expostas à concentração de 339 

50 mg/mL de polpa do fruto juçara em comparação ao controle (Figura 3). Também 340 

foi demonstrada a diminuição da expressão de Bax e Caspase 3 na concentração de 341 

5mg/mL de polpa. Na linhagem Caco-2 houve a diminuição da expressão de Nrf2, 342 

Keap1 e Caspase 3 na concentração de 10 mg/L de polpa, sendo notório também a 343 

diminuição em Bax (Figura 5).  344 

Nossos achados estão de acordo com Szaefer e colaboradores (2015), que 345 

verificaram diminuição do nível de Nrf2 em células normais de epitélio de mama, 346 

submetidas à concentração de 25 ml/L de suco de couve por 72h. Os autores 347 

averiguaram o gene Nrf2 como um importante mediador na expressão de genes da 348 

enzima fase II (detoxificação) [33]. 349 
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Quanto à análise da expressão de Bax e Caspase 3, Das e colaboradores (2016) 350 

também encontraram diminuição de Bax em cardiomiócitos, após tratamento com 351 

suco de raiz de beterraba (0,5 e 50 lg/ml) por 24h. Os autores associaram esta 352 

diminuição à regulação negativa da proteína pró-apoptótica pelo suco [34]. Entretanto, 353 

Farhadi e colaboradores (2015) encontraram aumento da expressão de Bax e de 354 

caspase-3. O experimento foi realizado em células de carcinoma epidermoide humano 355 

e carcinoma hepatocelular, expostas ao suco de alho e ao de groselha na 356 

concentração de 1μg/mL. A pesquisa demostrou genes dependentes e relacionou à 357 

regulação positiva da via de apoptose [35].  358 

Em nosso experimento os genes analisados apresentaram o mesmo padrão de 359 

expressão nas diferentes concentrações de extrato fenólico e polpa do fruto juçara, 360 

isso confirma a associação entre as vias, como descrito pelos autores anteriormente. 361 

Os genes ativados por Nrf2 atuam na manutenção da homeostase celular, no sistema 362 

de detoxificação e também na via de apoptose, como o gene Bcl-xL. Assim, a 363 

regulação de Bcl-xL mediada por Nrf2 é capaz de reduzir negativamente a proteína 364 

pro-apoptótica Bax, aumentando a sobrevivência celular [15]. Nosso trabalho 365 

demostra que a inibição de Nrf2 pelo fruto juçara pode ser positiva, uma vez que sua 366 

expressão está associada ao aumento de Bcl-xL, a qual desregula o Bax e diminuiu a 367 

atividade da caspase 3, protegendo a célula da apoptose.  368 

Contudo, o gene Keap1 funciona como uma proteína supressora de tumor, atua na 369 

repressão e desestabilização do Bcl-xL, promovendo a diminuição dos heterodímeros 370 

de Bcl-xL: Bax, facilitando  a apoptose das células cancerígenas e contribuindo para 371 

o aumento da apoptose celular [36]. Assim, a inibição de Keap1, tanto pelo extrato 372 

quanto pela polpa do fruto juçara, regula negativamente a via de apoptose mediada 373 

por Bax e Caspase 3, aumentando a sobrevida das células cancerígenas.  374 

Interessantemente também verificamos que, mesmo as linhagens de células Caco-2 375 

e Ht-29 apresentando características distintas, o fruto juçara exibiu ação inibitória da 376 

expressão gênica em ambas as linhagens. Entretanto, observamos não existir 377 

dosagens estabelecidas para o fruto juçara, principalmente em células de 378 

adenocarcinoma colorretal, sendo importante continuar as investigações sobre 379 

dosagem e tempo de exposição das células.  380 

5. Conclusão  381 
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Diante das análises dos resultados conclui-se que a polpa e o extrato do fruto juçara 382 

regula positivamente Nrf2 e negativamente Keap1, protegendo a célula da apoptose. 383 

Por ser via dependentes, sugerimos que Keap1 ao ser inibido pelo fruto juçara, diminui 384 

Bax e consequentemente a atividade da Caspase 3 aumentando a sobrevida das 385 

células cancerígenas. 386 
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Abstract 15 

Background: Clinical manifestations of colorectal cancer directly influence patient’s 16 

quality of life, in which weight loss and metabolic variations are identified. However, 17 

chemoprevention of colorectal cancer, as well as prevention of clinical changes can be 18 

achieved by the consumption of dietary substances.In this context, we aimed to 19 

investigate the effect of supplementation with juice and pulp extract of Juçara fruit 20 

(Euterpe edulis Martius) on body weight gain, hematological parameters and serum 21 

biochemical profile in rats with induced colorectal cancer.  22 

Methods: 43 male Wistar rats were used, 11 as a control group (G1) and 32 for 23 

induction of colorectal cancer by subcutaneous administration of 1,2-24 

dimethylhydrazine (Groups G2, G3 and G4). Juçara juice and pulp extract were used 25 

for supplementation in rats induced by colorectal carcinogenesis (G3 and G4, 26 

respectively). Body weight gain, food consumption, biochemical and hematological 27 

profile were evaluated in the 11th and 23rd weeks of the experiment. Shapiro-Wilk 28 

normality test, One-way variance analysis followed by Tukey's post hoc or Kruskall-29 

Wallis analysis of variance, followed by Dumn's post hoc were used to verify 30 

differences in means or medians between groups.  31 
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Results: Results revealed loss of body weight in the groups induced to cancer in 23rd 32 

week, and lower food consumption by the same groups in the 11th and 23rd weeks. 33 

There was a decrease in aspartate aminotransferase levels in G3 group and an 34 

increase of low density lipoproteins levels in G4 group at the 11th week. And an 35 

increase of alanine aminotransferase levels in G3 group compared to G1 and G2 36 

groups at the 11th week was observed. A decrease in serum albumin levels was 37 

observed in G3 group compared to G1 group at the 23rd week. And hematological 38 

changes were associated with animals age.  39 

Conclusions: We conclude that supplementation with juçara fruit acts positively on 40 

aspartate aminotransferase levels, however, significantly affect food consumption and 41 

body weight gain with negative effects on serum albumin and liver biochemical markers 42 

such as alanine aminotransferase and low density lipoprotein.   43 

Trial registration: Ethics and Animal Use Committee of Federal University of Espírito 44 

Santo (043/2013). 45 

Key words: Bioactive substances; Biochemical markers; Experimental 46 

carcinogenesis; Nutritional effect. 47 

Introduction 48 

Colorectal cancer is a global health problem, in 2018 it presented 861,663 death cases 49 

and 1,800,977 new cases. These rates lead the disease to the second leading cause 50 

of mortality in the world and the third most common type of cancer [1].   51 

In colorectal cancer development, it is evidenced clinical manifestations which directly 52 

influence patient’s quality of life, as it is related to consumption and absorption of 53 

nutrients [2]. Clinical manifestations frequently shown are weight reduction, associated 54 

with muscle and fat tissue depletion, immune dysfunction, among other metabolic 55 

variations. Simultaneously, changes in biochemical and hematological parameters 56 

occur, mainly in albumin, leukocytes and erythrocytes levels [2].  57 

However, dietary substances consumption contributes to chemoprevention of 58 

colorectal cancer, in which they prevent, inhibit or invert its development risk [3,4]. In 59 

this context, the antioxidant and anti-inflammatory properties of fruits and vegetables 60 
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can contribute to the protective process for carcinogenesis and colorectal cancer 61 

progression, as well as in its clinical manifestations [5,6].  62 

The Juçara palm (Euterpe edulis Martius) fruit, native from Brazilian Atlantic Forest, 63 

stands out for its high concentration of phenolic compounds, which have been studied 64 

in the prevention of cardiovascular, neurodegenerative diseases and cancer, due to 65 

their chemical and photochemical composition , with anti-inflammatory, antidiabetic, 66 

antimicrobial and antioxidant potential [3,7].  67 

Antioxidant substances act in lipid peroxidation mediated by free radicals, through its 68 

elimination [8–11]. Thus, these substances act in regulation of gene expression and 69 

modulation of cell signaling pathways involved in DNA damage repair, cell proliferation, 70 

invasion [11,12] and apoptosis [13].  71 

Antioxidants also prevent liver damage caused by lipid peroxidation and maintain its 72 

enzymes regulation such as alanine aminotransferase (ALT) [14] and aspartate 73 

aminotransferase (AST) [3,15–17]. These substances are known to act in the reduction 74 

of fasting blood glucose [18] and in the increase of high density lipoproteins (HDL) 75 

levels [3,17,19], also presenting functionality in decreasing blood levels of triglycerides 76 

[20], total cholesterol, low density lipoproteins (LDL) [21] and VLDL [22].  77 

Substances with antioxidant properties reduce the rate of circulating inflammatory cells 78 

and the inflammatory process, as well as restore hemoglobin levels, that improve the 79 

condition of myelosuppression and anemia, which are the main complications of 80 

cancer chemotherapy [23,24], still, it acts in the increase of hematocrit and 81 

erythrocytes levels [25]. 82 

Despite the growing study on bioactive compounds present in fruitful species, more 83 

information is still needed about their antitumor properties, as well as the clinical 84 

manifestations during the development of cancer, such as metabolic changes, 85 

especially those observed in colorectal cancer patients. On the other hand, 86 

understanding bioactive substances effects on metabolic profile of cancer patients 87 

would be of great importance for nutritional support during disease stages. In this 88 

context, we aimed to investigate the effect of supplementation with juice and pulp 89 

extract of Juçara fruit (Euterpe edulis Martius) on body weight gain, hematological 90 

parameters and serum biochemical profile in rats with induced colorectal cancer. 91 
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Methods 92 

Juice and pulp extract of Juçara (Euterpe edulis Martius) fruit 93 

A commercial batch of fine pulp (type C) of organic Juçara (Euterpe edulis Martius) 94 

fruit, from the city Rio Novo do Sul, located in the southern region of the state of Espírito 95 

Santo (latitude 20º 49’ 30’’ S, longitude 41º 00’ 00’’ W), was used. The lot purchased 96 

from juçara fruit pulp complies with the Identity and Quality Standards (PIQ) of 97 

Normative Instruction Nº 01, from January 7, 2000, of Brazilian Ministry of Agriculture 98 

and Food Supply. 99 

Phenolic substances were extracted from the pulp according to the methodology of 100 

Weinges and Nader (1992) [26]. From the pulp extract, anthocyanin pigment was 101 

quantified by differential pH method, according to Giusti and Wrolstad (2001) [27], 102 

resulting in 107.08 mg of cyanidin-3-glycoside per gram of pulp. The value found for 103 

total anthocyanins was used to calculate supplementation of pulp juice and lyophilized 104 

phenolic substances, following the formula DxP/[ ], so that each animal received 105 

1mg/kg of total anthocyanins. 106 

Experimental Model 107 

For the experiment 43 male Wistar rats, four months old, were included, randomly 108 

divided into four experimental groups, namely G1 Group: 11 animals without 109 

carcinogenesis induction and not supplemented with Juçara fruit; G2 Group: 11 110 

animals induced to carcinogenesis and not supplemented with Juçara fruit; G3 Group: 111 

14 animals induced to carcinogenesis and supplemented with Juçara fruit juice, at a 112 

concentration of 1.0% (w/v); G4 Group: 07 animals induced to carcinogenesis and 113 

supplemented with extract of lyophilized phenolic substances from Juçara fruit pulp, 114 

diluted in water at a concentration of 0.2% (w/v) (Figure 1). 115 

For colorectal carcinogenesis induction, 1,2-dimethylhydrazine (DMH) chemical agent 116 

was used, according to methodology modified by Laranjeira et al. (1998) [28], in which 117 

DMH was dissolved in 0.9% NaCl containing 1.5% EDTA as a vehicle, at a final pH of 118 

6.5, which was achieved with the use of 1N NaOH solution when necessary. DMH 119 

application occurred subcutaneously, once a week, for a period of five weeks, in the 120 

final dose of 240mg/kg. 121 
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In the sixth week of the experiment, supplementation with juice and extract of phenolic 122 

substances was started, in the form of gavage, with availability three times a week, 123 

according to methodology modified by Reis and Contributors (2019) [29]. Animals’ 124 

weight was monitored weekly and the feed intake daily by weighing, during 23 weeks 125 

of experiment. 126 

In the 11th week (M1), euthanasia was performed to collect blood by cardiac puncture, 127 

from four animals in each group, except G4, in which only two animals were 128 

euthanized, due to the lower sample in the group. On the 23rd week (M2), a second 129 

blood collection was performed with the remaining animals. 130 

 131 

Figure 1. Methodology development representation used in the experiment. 132 



64 
 

Biochemical and hematological parameters 133 

To assess total plasma proteins, a manual density and protein refractometer was used. 134 

Analyzes of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), total 135 

cholesterol, triglyceride, high density lipoproteins (HDL), low density lipoproteins (LDL), 136 

very low density lipoproteins (VLDL), albumin and hemoglobin levels were performed 137 

by the automatic biochemical analyzer (BS 120 Mindray). Hematocrit analysis was 138 

performed by capillary with hematocrit reading card aid. Leukogram, erythrogram and 139 

differential leukometry were performed using a Nikon® light microscope. 140 

Data analysis 141 

Variables such as weight gain, food consumption, AST, ALT, total cholesterol and 142 

fractions, triglycerides, serum albumin, total plasma protein, erythrocytes, hematocrit, 143 

hemoglobin and leukometry (total leukocytes and cell count) were analyzed for 144 

normality by Shapiro-Wilk test. 145 

In the 11th week, the variables body weight gain, total cholesterol, HDL, erythrocytes, 146 

hematocrit and neutrophils were submitted to one-way analysis of variance (ANOVA), 147 

followed by Tukey's post hoc test when necessary. The variables food consumption, 148 

AST, ALT, LDL, VLDL, triglycerides, total plasma protein, serum albumin, hemoglobin, 149 

total leukocytes, lymphocytes, monocytes, basophils and eosinophils where tested by 150 

Kruskall-Wallis analysis of variance, followed by Dumn's post hoc test when required. 151 

In the 23rd week of experiment, variables total cholesterol, HDL, erythrocytes, 152 

hematocrit and neutrophils were submitted to one-way analysis of variance (ANOVA), 153 

followed by Tukey's post hoc when necessary. While the variables body weight gain, 154 

food consumption, AST, ALT, LDL, VLDL, triglycerides, total plasma protein, serum 155 

albumin, hemoglobin, total leukocytes, lymphocytes, monocytes, basophils and 156 

eosinophils were tested by Kruskall-Wallis analysis of variance , followed by Dumn's 157 

post hoc when necessary. 158 

All analyzes and figures were developed using R Statistical Software (R Development 159 

Core Team), considering a significance level of 5%. 160 

Results 161 

Body weight gain and food consumption 162 
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Body weight gain from the animals of this study during the 23 weeks of experiment is 163 

shown on figure 2. During the first 11 weeks it was observed no significant difference 164 

between studied groups (p>0.005). However, in the 23rd week of experimentation, 165 

there was a significant reduction in body weight gain of animals belonging to groups 166 

G2 (p=0.1017), G3 (p=0.0108) and G4 (p=0.0057), when compared to animals in group 167 

G1. 168 

 169 

Figure 2. Body weight gain of rats submitted or not to colorectal carcinogenesis. 170 

Weekly monitoring of animals’ body weight gaing during the 23 weeks of experiment 171 

of animals not induced and not supplemented with juçara fruit (G1), induced to 172 

colorectal carcinogenesis and not supplemented with juçara fruit (G2), induced to 173 

colorectal carcinogenesis and supplemented with juçara fruit juice (G3) and induced to 174 

colorectal carcinogenesis and supplemented with extract of juçara fruit pulp (G4). 175 

Feed intake decreased in groups induced to carcinogenesis compared to group G1 176 

(p<0.00001) in both analyzes of the 11th and 23rd week (Figure 3). It is also observed 177 

a decrease in food consumption in groups G2 (p=0.0097) and G3 (p<0.00001) in the 178 

11th week compared to the G4 group, as well as in the 23rd week in groups G2 and G3 179 

compared to the G4 group (p=0.0264 for both groups). Still, in 23rd week there was a 180 

decrease in group G3 compared to group G2 (p=0.0264). 181 
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 182 

Figure 3. Food consumption of rats a) monitoring of food consumption in the 11th week 183 

(M1) of experiment. b) monitoring of food consumption in the 23rd week (M2) of 184 

experiment. The means with different letters differ from each other and means with the 185 

same letters do not differ from each other. 186 

Biochemical parameters 187 

There was a decrease of aspartate aminotransferase (AST) levels in the 11th week of 188 

experimentation in groups G3 (p=0.0255) and G4 (p=0.0084) compared to groups G1 189 

and G2, respectively (Figure 4a). Significant decreases in AST levels were also 190 

observed in the 23rd week of experimentation in G2 (p=0.0369) and G4 (p=0.0338) 191 

groups in relation to G3 group. I n addition, a significant increase of AST levels was 192 

identified in G3 group from 11th to 23rd week of experimentation (p=0.0003).  193 

Alanine aminotransferase (ALT) levels analysis did not reveal any significant difference 194 

in 11th week of experimentation (Figure 4b). However, there was a significant increase 195 

in ALT levels at the 23rd week in G4 group compared to G1 (p=0.0008) and G2 196 

(p=0.0202) group. Furthermore, the results reveal a significant increase in ALT levels 197 

in G3 group from 11th week to 23rd week of experimentation (p=0.0207). 198 
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 199 

Figure 4. Aspartate aminotransferase and alanine transferase levels. M1 – 11th week 200 

of experiment and M2 – 23rd week of experiment. a) Aspartate aminotransferase levels 201 

b) Alanina aminotransferase leves. * significant increase in parameters in the group 202 

from M1 to M2. The means with different letters differ from each other and means with 203 

same letters do not differ from each other. 204 

The levels of total cholesterol, high-density lipoproteins (HDL) and very low-density 205 

lipoproteins (VLDL) do not present a significant difference between experimental 206 

groups, in 11th and 23rd weeks of experiment (Figure 5). However, there was a 207 

significant increase of low-density lipoproteins (LDL) levels in G4 group compared to 208 

G1 (p=0.0117), G2 (p=0.0414) and G3 (p=0.0203) groups in M1. Still, it was possible 209 

to observe a significant increase in LDL levels in G4 group compared to groups G2 210 

(p=0.0475) and G3 (p=0.0360) in M2. Moreover, there was also a significant increase 211 

in LDL levels in G1 group from 11th week to 23rd week of study (p=0.0084).  212 
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 213 

Figure 5. Total cholesterol, HDL, LDL and VLDL levels. M1 - 11th week of experiment 214 

and M2 - 23rd week of experiment. a) Total cholesterol levels. b) HDL levels. c) LDL 215 

levels. d) VLDL levels. * significant increase in parameters in the group from M1 to M2. 216 

Means with different letters differ from each other and means with equal letters do not 217 

differ from each other. 218 

As for triglycerides and total plasma protein, no difference was observed between the 219 

experimental groups, both in 11th and 23rd weeks of experimentation (Figure 6). 220 

However, serum albumin levels showed a significant difference, with decreased levels 221 

in G3 group in relation to G1 (p=0.0005) in 23rd week. In addition, analyzes show a 222 

significant increase in serum albumin levels in G2 group (p=0.0127) from 11th to 23rd 223 

week of study (figure 6b). 224 
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 225 

Figure 6. Triglyceride, serum albumin and total plasma protein levels. M1 – 11th week 226 

of experiment and M2 – 23rd week of experiment. a) Triglyceride levels. b) Serum 227 

albumin levels. c) Total plasma protein levels. * significant increase in parameters in 228 

the group from M1 to M2. The means with different letters differ from each other and 229 

means with the same letters do not differ from each other 230 

Hematological parameters 231 

Our result shows an increase in erythrocyte parameters in groups G2 (p=0.0009) and 232 

G3 (p=0.0055) from 11th to 23rd week of study (Figure 7a). There was also a decrease 233 

in hematocrit parameters in G3 (p=0.0008) from 11th to 23rd week of study (Figure 7b). 234 
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Hemoglobin analyzes did not show variance between groups in 11th and 23rd weeks of 235 

experiment (Figure 7c). However, leukogram indicates a significant increase in levels 236 

in groups G2 (p=0.0041), G3 (p=0.0055) and G4 (p=0.0432) from 11th to 23rd week of 237 

study (Figure 7d). 238 

 239 

Figure 7. Leukogram, erythrogram, hemoglobin and hematocrit levels. M1 – 11th week 240 

of experiment and M2 – 23rd week of experiment. a) Erythrocytes levels. b) Hemoglobin 241 

levels. c) Hematocrit levels. d) Total leukocytes levels. * significant increase or 242 

decrease in parameters in the group from M1 to M2. The averages with the same 243 

letters do not differ. 244 

As for the relative leukocyte count (lymphocytes, monocytes, neutrophils, basophils 245 

and eosinophils), no difference was observed between studied groups (Figure 8). 246 
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 247 

Figure 8. Relative values of leukogram. Dark gray column: M1 – 11th week of 248 

experiment. Light gray column: M2 – 23rd week of experiment. a) Lymphocyte levels, 249 

b) Neutrophil levels, c) Monocyte levels, d) Basophil levels, e) Eosinophil levels. Means 250 

without letters did not show variance between groups. 251 

Discussion 252 

Our results showed that animals subjected to colorectal carcinogenesis and 253 

supplemented with juçara fruit showed important metabolic changes, especially with 254 

regard to food consumption and weight gain, as well as changes in alanine 255 
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aminotransferase (ALT), low density lipids (LDL) and albumin levels. In colorectal 256 

carcinogenesis, besides colonic mucosa changes, there were also clinical changes 257 

such as weight loss, immune dysfunction and resulting metabolic variations, as well as 258 

changes in biochemical and hematological parameters [2].  259 

Regarding body weight, our results showed a reduction in weight gain in groups 260 

induced by carcinogenesis during the 23 weeks of experiment. A study performed by 261 

Saad-Hossne and collaborators (2005) with humans in advanced stages of colorectal 262 

cancer also showed loss of body weight [30]. About these results, it is described that 263 

the first noticeable sign in colorectal cancer is weight loss, mainly involved with the 264 

damage caused by advanced disease and associated with decreased food intake and 265 

increased energy expenditure or both [31,32]. Interestingly, our animals induced to 266 

colorectal carcinogenesis showed a reduction in food consumption in the early stages 267 

of experiment. Thus, the relationship between food consumption and body weight gain 268 

in patients with colorectal cancer should be evaluated in order to avoid severe 269 

metabolic changes. 270 

Following the proposal to evaluate metabolic changes in patients with colorectal 271 

cancer, our results regarding AST, showed that supplementation with juçara fruit tends 272 

to recover normal levels in the presence of established neoplastic lesions, where 273 

metabolic changes are extremely serious. A study found a reduction in serum AST 274 

levels when mice were supplemented for 7 days with aqueous extract of H. japonicum, 275 

a phytotherapic rich in oxidizing substances [33]. Son et al. (2017) also found that 276 

supplementation with phenolic acid and flavonoid reduced levels of AST and ALT 277 

which were increased by the induction of D-galactosamine (GalN) in rats [34]. In this 278 

way, the Juçara fruit can play an important role in preventing liver damage, since the 279 

first signs of toxicity are given by the increased plasma levels of AST and ALT [15,35]. 280 

As for ALT levels, our results showed a significant increase in the group supplemented 281 

with pulp extract of juçara fruit, at an advanced stage of neoplastic development. 282 

However, the use of aqueous green tea extract, rich in phenolic substances, promotes 283 

a reduction in serum ALT levels in rats [14]. The literature describes an increase in 284 

ALT levels commonly related to lipid peroxidation mediated by oxidative stress [16,17].  285 

We believe that in our study, supplementation with pulp extract of juçara fruit caused 286 

liver overload or even potentiated oxidative stress, and consequently elevated ALT 287 
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levels. Another important point to be evaluated is the dosage and supplementation 288 

time, since there are no established dosages for this product, and especially when 289 

related to patients with colorectal cancer. 290 

The lipid profile of animals in this study show any significant changes, except for LDL, 291 

which was elevated in the group supplemented with pulp extract of juçara fruit since 292 

the beginning of colorectal carcinogenesis. There was an increase in LDL levels 293 

between 11th and 23rd weeks of study in G1 group, a fact possibly related to the 294 

animals' age [36]. 295 

A study by Dembistky and collaborators (2011) associated polyphenols and fibers 296 

present in fruits and vegetables to prevent LDL oxidation, with a reduction in serum 297 

levels [12]. Another study on LDL levels associated polyphenols with reduced intestinal 298 

absorption of dietary lipids by interfering with their emulsification, digestion and micellar 299 

solubilization  [37]. On the other hand, the increase in the LDL fraction is also 300 

associated with the increase in oxidative stress, which in turn can promote neoplastic 301 

growth [22]. Thus, we believe that animals belonging to G4 group presented high levels 302 

of LDL due to greater oxidative stress caused by supplementation with extract, similar 303 

to what was observed with ALT, therefore, the study of LDL and ALT in supplemented 304 

colorectal cancer patients with juçara fruit deserves further investigation. 305 

Regarding albumin analysis, our results showed a reduction in their levels in the group 306 

supplemented with juçara pulp juice compared to G1 group in the 23rd week of 307 

experiment. In humans, serum albumin is one of the parameters used to assess 308 

nutritional status of cancer patients. Besides, a decrease in albumin levels is correlated 309 

with chronic malnutrition and increased morbidity and mortality [38]. Interestingly, in 310 

our study, the group with the lowest albumin level also had low food intake compared 311 

to others, possibly related to higher caloric intake of lipids present in the fruit pulp of 312 

juçara [39], which leads to lower dietary intake and, consequently, alteration of albumin 313 

parameters due to lower protein intake. 314 

In relation to hematological analysis, an increase in leukocyte levels from 11th to 23rd 315 

week was observed in the groups induced to carcinogenesis. Colorectal cancer is 316 

correlated with inflammation and it is important in mediating leukocyte production in 317 

response to reactive oxygen species in the carcinogenesis process [40]. This fact 318 

justifies the high number of leukocytes in the presence of a tumor. In addition to the 319 
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groups induced to carcinogenesis, an increase in white blood cell count over the weeks 320 

in group G1 is noticeable. A study demonstrated the progressive increase in white 321 

blood cell count with the growth and advancement of healthy Wistar rats [41]. 322 

O’Connell et al. (2015) corroborate the increase in leukometry with the growth of 323 

animals [42]. Thus, it is possible to verify an increase in leukometry over time during 324 

the experiment and that it is related to the animal's physiology. 325 

Conclusions 326 

We conclude that supplementation with juçara fruit acts positively on aspartate 327 

aminotransferase levels, however, significantly affect food consumption and body 328 

weight gain, with important effects on serum albumin and liver biochemical markers 329 

such as alanine aminotransferase and lipoprotein low density. 330 
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Artigo intitulado “Suplementação com fruto Juçara (Euterpe edulis Martius) na 

proteção ao aparecimento de lesões pré-neoplásicas em modelo induzido de câncer 
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Destaques  15 

• Suco da polpa do fruto Juçara atua na prevenção do aparecimento de criptas 16 

aberrantes; 17 

• Extrato e suco da polpa do fruto juçara promovem a proteção da mucosa cólica, 18 

ao atuar sobre número de placa de peyer e mucinas ácidas, respectivamente; 19 

• Suco da polpa do fruto juçara aumenta expressão da proteína Keap1 em 20 

adenocarcinoma colorretal.  21 

Resumo  22 

O estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementação alimentar a base do 23 

fruto Juçara sobre lesões pré-neoplásicas e neoplásicas de câncer colorretal em ratos 24 

Wistar. Para tal, quantificou-se focos de criptas aberrantes e lesões neoplásicas, 25 

mucinas em mucosa colorretal, imuno-histoquímica e caracterização histopatológica 26 

de adenocarcinoma tubular. Os resultados demonstram diminuição de 50,06% dos 27 

focos de criptas e aumento do percentual de mucinas ácidas no grupo J na 11ª 28 

semana. Ainda, aumento do número de placa de peyer no grupo E e da expressão de 29 

Keap1 no grupo J, na 23ª semana. Conclui-se que a polpa do fruto Juçara pode ser 30 
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uma aliada na prevenção do câncer colorretal, visto que, atua na prevenção do 31 

aparecimento de criptas aberrantes, na regulação da expressão da proteína Keap1 e 32 

na proteção mucosa cólica. Assim, abre possibilidade de utilizá-la na suplementação 33 

dietética, produtos e medicamentos que favoreçam a prevenção do câncer colorretal. 34 

Palavras chaves: Criptas aberrantes; Substâncias fenólicas; Placa de peyer; Mucina; 35 

via Nrf2/Keap1; Apoptose.  36 

1. Introdução  37 

O câncer colorretal é a segunda causa de mortalidade no mundo, atingindo quase 38 

900.000 mortes anualmente (Ismail, Othman, Abas, Lajis, & Naidu, 2019). No ano de 39 

2018, apresentou 1.800.977 novos casos, tornando responsável por cerca de 10% de 40 

todos os novos casos de câncer (Bray et al., 2018).  41 

O câncer colorretal surge de alterações genéticas causadas principalmente pelo 42 

estresse oxidativo, nas quais resultam em modificações da mucosa colônica normal 43 

para lesões pré-malignas como focos de criptas aberrantes e displasia. Essas lesões, 44 

podem evoluir para adenomas ou carcinomas colorretais (Benedix et al., 2011; Ge et 45 

al., 2017; Guergoletto, Costabile, Flores, Garcia, & Gibson, 2016; Rouhollahi, 46 

Moghadamtousi, Abdulla, & Mohamed, 2015; Schatzkin & Kelloff, 1995; Schulz et al., 47 

2017). 48 

Dentre os casos de câncer colorretal, 90% são causados por adenocarcinomas 49 

tubular, viloso ou misto (Benedix et al., 2011; Matthew J Munro, Agadha C 50 

Wickremesekera, Paul F Davis, Reginald Marsh & and Tinte Itinteang, 2017; Paschke 51 

et al., 2018). Quando formados, os adenocarcinomas são capazes de alterar a 52 

composição e produção das mucinas, que são heterogêneos de glicoproteínas 53 

produzidas por tecidos epiteliais e dependendo da composição de seus 54 

monossacarídeos, podem ser classificadas em neutras ou ácidas (Boleij & Tjalsma, 55 

2012). Ambas as mucinas desempenham um papel protetor para os tecidos epiteliais 56 

adjacentes sob condições fisiológicas normais. Dessa forma, alterações como 57 

diminuição na produção de mucinas pelos adenocarcinomas aumentam os danos a 58 

mucosa cólica (Boleij & Tjalsma, 2012).  59 

Assim como as mucinas, as placas de peyer também atuam na defesa da mucosa 60 

cólica por meio da indução imunológica ou de defesa contra antígenos. Para tal, as 61 
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placas de peyer utilizam uma complexa interação entre células do sistema 62 

imunológico localizadas nos folículos linfoides e no epitélio folicular associado (Cerutti, 63 

Chen, & Chorny, 2011).  64 

Além da defesa natural do organismo, o consumo de alimentos ricos em antioxidantes, 65 

como o Juçara (Euterpe edulis Martius) pode contribuir na prevenção e tratamento do 66 

câncer colorretal. Visto que, essas substâncias presentes no fruto estão relacionadas 67 

a redução do estresse oxidativo (Bulotta et al., 2011; Schulz et al., 2015) e expressão 68 

de proteínas relacionadas com a via de apoptose (Parolin & Messias Reason, 2001).  69 

O fruto juçara é nativo da mata atlântica brasileira e possui importante valor nutricional 70 

(Silva Campelo Borges et al., 2011). O fruto é constituído de proteínas, açúcares, 71 

fibras, fração lipídica com alto teor de ácidos graxos poli-insaturados e menor teor de 72 

lipídios saturados e ainda, vitaminas C e E e minerais e β-caroteno (Guergoletto et al., 73 

2016; Schulz et al., 2017). Além disso, o fruto juçara se destaca pelos polifenóis com 74 

ação antioxidante, tais como antocianinas, ácidos benzoicos, cafeico, clorogênico, 75 

ferúlico, protocatecuíco, ρ-cumárico, siríngico, vanílico, flavonoides e saponinas 76 

(Cardoso et al., 2015; Martins, 2016; Moreira et al., 2017; Silva Campelo Borges et al., 77 

2011).  78 

Os polifenóis atuam na ativação do complexo proteína Keap1 (Kelch-like ECH-79 

associated Protein 1) associada ao fator de transcrição Nrf2 (Nuclear factor erythroid 80 

2 [NF-E2] - nrelated factor 2). Este complexo após a exposição ao estresse oxidativo, 81 

Keap1 é inativado e Nrf2 torna-se fosforilado. No núcleo Nrf2 se liga aos elementos 82 

ARE ou EpRE, ativando a expressão de muitos genes, como por exemplo o anti-83 

apoptótico  Bcl-xL (Qi et al., 2017).  84 

Contudo, Keap1 pode mediar a degradação da proteína anti-poptótica Bcl-xL, por 85 

meio da ubiquitinação do complexo Keap1-Cul3-Rbx1 e aumenta e/ou ativa o fator 86 

pró-apoptótico Bax. Após ser ativado, Bax permite a liberação do citocromo c e este a 87 

ativação da Caspases 3 levando a morte da célula, desempenhando assim, um papel 88 

importante na carcinogênese colorretal (Niture & Jaiswal, 2013; Parolin & Messias 89 

Reason, 2001). 90 

Os polifenóis também atuam na prevenção do câncer por mecanismos epigenéticos, 91 

principalmente pela metilação do DNA, impedindo a modificação de histonas e a 92 
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regulação da expressão do miRNA (Link, Balaguer, & Goel, 2010). E ainda, a parada 93 

do ciclo celular (Priolli et al., 2016) e efeitos inibitórios na migração e invasividade das 94 

células de adenocarcinoma (H. Lee, Kang, Jung, Kim, & Kim, 2011). Além disso, 95 

reduzem a proliferação celular em células normais (Medina et al., 2011; Sáez et al., 96 

2018) e também nas células cancerígenas do cólon (Chatthongpisut, Schwartz, & 97 

Yongsawatdigul, 2015; Cianciosi et al., 2020; Luna Vital, González De Mejía, Dia, & 98 

Loarca-Piña, 2014; Rodrigues et al., 2019). 99 

Diante de todas as informações é notória a importância dos estudos em relação aos 100 

benefícios do fruto juçara, visto sua riqueza em nutrientes com ação antioxidante, 101 

atuando sobre o estresse oxidativo e apoptose no organismo. Entretanto, a literatura 102 

apresenta um déficit em estudos sobre o efeito desses nutrientes na prevenção e 103 

tratamento do câncer colorretal. Visando contribuir com o entendimento histológico e 104 

molecular, esse estudo tem como objetivo investigar o potencial terapêutico do fruto 105 

Juçara sobre lesões pré-neoplásicas e neoplásicas de câncer colorretal em ratos. 106 

2. Materiais e métodos  107 

2.1. Modelo animal de câncer colorretal  108 

Ratos Wistar, machos jovens, foram designados para um dos quatro grupos 109 

experimentais: Grupo N: 11 animais controles; Grupo P: 11 animais apenas induzidos 110 

a carcinogênese colorretal; Grupo J: 14 animais induzidos a carcinogênese colorretal 111 

e suplementados com o suco da polpa do fruto Juçara; Grupo E: 07 animais induzidos 112 

à carcinogênese colorretal e suplementados com extrato de substâncias fenólicas do 113 

fruto Juçara. A variação no número de animais entre os grupos é decorrente da morte 114 

de alguns no decorrer do experimento.  115 

Após uma semana de ambientação foi realizada a indução de carcinogênese 116 

colorretal pelo agente químico 1,2-dimetilhidrazina (DMH) em 32 animais. A aplicação 117 

do agente químico foi realizada por via subcutânea, uma vez por semana, por um 118 

período de cinco semanas, na dose final de 240mg/kg, conforme metodologia de Jucá 119 

e colaboradores (Jucá, Bandeira, Carvalho, & Leal, 2014)  120 

2.2. Polpa e extrato do fruto juçara  121 

Para o preparo do suco e do extrato foi utilizado um lote de polpa fina (Tipo C), 122 

(Instrução Normativa No 1, DE 07 DE JANEIRO DE 2000, n.d.), orgânica do fruto de 123 
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Juçara (Euterpe edulis Martius), adquirida de uma processadora de polpa de frutas da 124 

cidade de Rio Novo do Sul, no Estado do Espírito Santo (latitude 20º 51’ 45’’ S, 125 

longitude 40º 56’ 11’’ W).  126 

Segundo as informações nutricionais do rótulo, em 100g de polpa contém 0,6 g de 127 

carboidrato, 1,0 g de proteína, 3,0 g de fibras alimentares e 13,0 mg de sódio, 3,33 ± 128 

0,08 de Lipídios (%) e 0,82 ± 0,11 de Proteína (%).  Ainda, contém 298,86 ± 27,68 de 129 

Antocianina total (mg de cianidina 3-glicosídeo.100g-1); 16,06 ± 1,38 Atividade 130 

Antioxidante (µmol Trolox.g-1) e 1226,39 ± 21,0 de Conteúdo Fenólico total (mg 131 

AGE.100g-1) conforme a caracterização físico-química da polpa de Juçara realizada 132 

por Martins (2016) (Martins, 2016).  133 

A partir da polpa foi preparado o suco com diluição a 0,2% em água e foi realizada a 134 

extração das substâncias fenólicas de acordo com a metodologia de Santana e 135 

colaboradores (2016) (Santana, Cano-Higuita, De Oliveira, & Telis, 2016). 136 

Posteriormente quantificou-se o pigmento antocianina no extrato pelo método do pH 137 

diferencial, de acordo com Giusti e Wrolstad (2003) (Giusti & Wrolstad, 2003). O valor 138 

encontrado de antocianinas totais foi utilizado para o cálculo de suplementação de 139 

suco e extrato da polpa, seguindo a formula DxP/[], de forma que cada animal 140 

recebesse 1mg/Kg de antocianinas totais. 141 

2.3. Suplementação a base do fruto Juçara  142 

Após cinco semanas de indução a carcinogênese colorretal, iniciou-se a 143 

suplementação com o suco de polpa do fruto Juçara na concentração de 1,0 % (M/V) 144 

e extrato de substâncias fenólicas liofilizado na concentração de 0,2% (M/V). A 145 

suplementação procedeu na forma de gavagem, três vezes na semana, durante 17 146 

semanas e acordo com a metodologia de Reis e colaboradores (2019) modificada 147 

(Reis et al., 2019). 148 

2.4. Contagem dos focos de criptas aberrantes – FCA 149 

Após cinco semanas de suplementação, quatro animais de cada grupo, exceto o 150 

grupo E com apenas dois animais, foram eutanasiados. Seccionou o intestino grosso 151 

e o reto, seguidamente abriu-os pela inserção do mesentério.  152 
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Os intestinos coletados foram lavados em solução PBS e fixados em formaldeído a 153 

10%. Em seguida, corou-se os intestinos em solução de azul de metileno a 1%. 154 

Posterior, dois analisadores realizaram a identificação dos focos de criptas aberrantes 155 

na mucosa intestinal. Para tal, utilizou microscópio óptico de luz Nikon®, em aumento 156 

de 400X (Bird, 1987). 157 

2.5. Caracterização histopatológica  158 

Na 23ª semana de experimentação os animais foram eutanasiados para a retirada das 159 

lesões acima de 0,1 centímetro em sua maior porção no intestino grosso e reto. Os 160 

tecidos coletados foram incluídos em parafina e os cortes corados com hematoxilina 161 

e eosina. Posterior, realizou-se o diagnóstico por dois patologistas, mediante 162 

microscopia óptica em aumento de 400X (Jucá et al., 2014).  163 

2.6. Análises de mucinas 164 

Os intestinos e os adenocarcinomas coletados foram corados com alcien blue e ácido 165 

periódico-Schiff para análises de mucinas ácidas e mucinas neutras, respectivamente. 166 

O nível de mucina foi definido pelo cálculo da porcentagem média de 10 campos 167 

aleatórios por meio do software ImageJ® (Athaydes et al., 2019).  168 

2.7. Imuno-histoquímica   169 

Os cortes foram desparafinizados e reidratados. Em seguida, foram submetidos a 170 

recuperação antigênica com citrato de sódio (para Bax e Caspase-3) e com 171 

Tris+EDTA (para Nrf2, Keap1 e Bcl-xL) em micro-ondas por 20 minutos. 172 

Posteriormente, as lâminas foram lavadas em 1x TRIS e as peroxidases endógenas 173 

bloqueadas com peróxido de hidrogênio a 30% em 1x TRIS durante 20 minutos a 174 

25ºC. Logo após, foram incubadas em solução de bloqueio de proteínas inespecíficas 175 

(3% de leite em pó diluído em 1x TRIS) durante 60 minutos a 25ºC. 176 

Na sequência,  as lâminas foram encubadas com anticorpos primários anti-Nrf2 (1:50, 177 

Ab-AF0639, Affinity Biosciences), anti-Keap1 (1:50, sc-514914, Santa Cruz 178 

Biotechnology), anti-Bcl-xL (1:50, sc-8392, Santa Cruz Biotechnology), anti-BAX 179 

(1:150, sc-7480, Santa Cruz Biotechnology) e anticorpo anti-capase-3 clivada (1:150, 180 

Asp175, Cel Signaling Technology , Danvers MA) durante 12 horas a 4ºC. Após essa 181 

etapa, aplicou- se aos cortes o sistema de detecção de tecido de rato (N-Histofine – 182 
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SimpleStain Max PO Rat, 414191F, NICHIREI®) e realizou a visualização da 183 

coloração com 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO). A contra coloração 184 

foi realizada por hematoxilina de Harris e posteriormente as lâminas foram 185 

desidratadas e montadas com Permount (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA).  186 

2.8. Avaliação da expressão proteica  187 

A avaliação da expressão das proteínas foi semi-quantitativa e realizada em dois 188 

momentos diferentes com o auxílio do microscópico óptico Zeiss® em aumento de 189 

400x. As lâminas foram classificadas, segundo o porcentual de células coradas:  0 190 

(0% de células marcadas), 1 (<10%); 2 (10 ≤ 50%) e 3 (>50% de células marcadas) e 191 

pela intensidade de coloração: 0 (negativa), 1 (fraca), 2 (moderada) e 3 (forte). Ambas 192 

pontuações foram multiplicadas e o escore obtido foi utilizado para análise estatística 193 

(Soini et al., 2000).  194 

2.9. índice apoptótico 195 

O índice apoptótico foi calculado a partir da média da contagem de 100 células em 196 

cinco campos aleatórios, para cada amostra. A contagem foi realizada por dois 197 

analisadores, em microscopia óptica, aumento de 400X (Athaydes et al., 2019). 198 

2.10. Análise de dado 199 

Todas as variáveis passaram por análise de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk. As 200 

variáveis das médias de focos de criptas aberrantes e de mucinas neutras foram 201 

submetidas a análise de variância One-way (ANOVA) para um critério, seguido pela 202 

análise pós hoc com o teste de Tukey.  203 

As variáveis da histopatologia de mucosa colorretal, mucinas ácidas, expressão 204 

proteica e índice apoptótico passaram pela análise de variância Kruskall-Wallis, 205 

seguido pela análise pós hoc Teste de Dumn, quando necessário. Todas as análises 206 

descritas anteriormente e figuras foram desenvolvidas no Software Estatístico de livre 207 

acesso R (R Development Core Team), considerando um nível de significância de 5%. 208 

A caracterização histopatológica dos adenocarcinomas tubulares, passou pelo teste 209 

de Qui-Quadrado e analisada no Software Estatístico SPSS, considerando a relação 210 

significante quando o valor de p<0,05.  211 
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3. Resultados  212 

3.1. Contagem dos Focos de Criptas Aberrantes – FCA 213 

O grupo N não apresentou nenhum FCA, no entanto os grupos, P (p=0.0000), J 214 

(p=0.0000) e E (p=(0.0053) demostraram aumento significativo de focos com número 215 

igual ou menor de três criptas (FCA ≤ 3) em comparação ao número de focos com 216 

mais de três criptas (FCA >3) (Figura 1).  217 

Os resultados também mostraram a redução no número de focos com mais de três 218 

criptas (FCA >3) no grupo J quando comparado ao grupo P (p=0.0088) e ao grupo E 219 

(p=0.0170). Também é possivel observar redução significativa no número de focos 220 

totais de criptas aberrantes no grupo J em comparação ao grupo P (p=0.0068) e ao 221 

grupo E (p=0.0208).  222 

Houve redução percentual no grupo J de 40.21% de focos ≤3 de criptas aberrantes e 223 

de 64.02% de focos >3 de criptas aberrantes e ainda de 50.06% de focos totais de 224 

criptas aberrantes comparado ao grupo P.  Além disso, houve a diminuição de 25.59% 225 

de focos ≤3 de criptas aberrantes, 21.34% de focos >3 de criptas aberrantes e 24.28% 226 

de focos totais de criptas aberrantes no grupo E do grupo P.   227 
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 228 

Figura 1. Média de focos de criptas aberrantes encontrados em mucosa 229 

colorretal. N: animais controles; P: animais apenas induzidos a carcinogênese 230 

colorretal; J: animais induzidos a carcinogênese colorretal e suplementados com o 231 

suco da polpa do fruto Juçara; E: animais induzidos à carcinogênese colorretal e 232 

suplementados com extrato do fruto Juçara.*o número de focos ≤ 3 de criptas 233 

aberrantes diferem significativamente do número de focos >3 de criptas aberrantes 234 

entre o grupo. As médias com letras diferentes diferem entre si e médias com letras 235 

iguais não diferem entre si.  236 

3.2. Caracterização histopatológica  237 

Ao analisar as mucosas colorretais, foi observado aumento significativo de placa de 238 

peyer no grupo E em comparação aos grupos N (p=0.0002), P (p=0.0036) e J 239 

(p=0.0194), na 23ª semana de experimento. Ainda, os resultados mostraram 240 

diminuição significativa do número de placa de peyer da 11ª semana para a 23ª 241 

semana no grupo P (p=0.0209) (Figura 2).   242 
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 243 

Figura 2. Análise de placas de peyer em mucosa colorretal. M1 - 11ª semana de 244 

experimento e M2 - 23ª semana de experimento. N: animais controles; P: animais 245 

apenas induzidos a carcinogênese colorretal; J: animais induzidos a carcinogênese 246 

colorretal e suplementados com o suco da polpa do fruto Juçara; E: animais induzidos 247 

à carcinogênese colorretal e suplementados com extrato do fruto Juçara. * Diferença 248 

significativa das placas de peyer no grupo de M1 para M2. As médias com letras 249 

diferentes diferem entre si e médias com letras iguais não diferem entre si. 250 

Na análise do número de lesões dos animais estudados, observou-se 39 lesões no 251 

grupo P, com o mínimo de quatro e o máximo de nove lesões por animal (média de 252 

5,5 lesões). No Grupo J foram encontradas 42 lesões, com no mínimo duas e no 253 

máximo seis (média de 8,4 lesões). No grupo E foram encontradas 29 lesões, com no 254 

mínimo de seis lesões por animal e máximo de oito (média de 7,25 lesões).  255 

Dentre as lesões, encontrou-se displasia, adenocarcinoma tubular e carcinoma em 256 

anel de sinete. O resultado demostrou presença de adenocarcinoma tubular nos 257 

grupos P, J e E (Figura 3).  258 
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 259 

Figura 3. Análises de lesões em mucosa colorretal na 23ª semana de 260 

experimento. N: animais controles; P: animais apenas induzidos a carcinogênese 261 

colorretal; J: animais induzidos a carcinogênese colorretal e suplementados com o 262 

suco da polpa do fruto Juçara; E: animais induzidos à carcinogênese colorretal e 263 

suplementados com extrato do fruto Juçara. As médias com letras diferentes diferem 264 

entre si e médias com letras iguais não diferem entre si. 265 

Em relação às características histopatológicas de adenocarcinoma tubular, em um 266 

primeiro momento os grupos P, J e E apresentaram diferença significante apenas para 267 

inflamação (p<0,011) pelo teste Qui- Quadrado. Entretanto, após ajuste de Bonferroni, 268 

ao realizar a comparação par a par entre os grupos, não foi observada a diferença 269 

entre os grupos (Tabela 1).  270 
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Tabela 1– Descritivo em número e percentual das características 271 

histopatológicas de adenocarcinoma tubular colorretal de ratos induzidos a 272 

carcinogênese colorretal (grupo P, J e E).  273 

 Adenocarcinoma Tubular Colorretal  
 

  

 Grupo P Grupo J Grupo E  

 n % N % n % Valor de p 

Inflamação        

Branda 0 0,0 4  25 1  11,11 0,011* 

Moderada 7  43,75 9  56,25 7  77,77  

Severa 9  56,25 3  18,75 1  11,11  

        
Polimorfonucleados 16  100 15   93,75 9  100 0,823 
Mononucleados 12  75 12  75 7  77,77 0,890 

        

Pleomorfismo        

Ausente 3  18,75 4  25 1  11,11 0,210 

Brando 1  6,25 2  12,5 0 0,0  

Moderado 11  68,75 7  43,75 4  44,44  

Severo 1  6,25 3  18,75 4  44,44  
        

Mitose        

Ausente 0 0,0 2  12,5 1  11,11 0,240 

< 3/campo 16  100 14  87,5 8  88,88  

> 3/campo 0 0,0 0 0,0 0 0,0  
        

Invasão Submucosa        

Ausente 2  12,5 3  18,75 4  44,44 0,086 

Presente 14  87,5 13  81,25 5  55,55  
        

Invasão Perineural        

Ausente 14  87,5  14  87,5 9  100 0,369 

Presente 2  12,5 2  12,5 0 0,0  
        

Percentual Glandular        

>95% 7 43,75 10  62,5 5  55,55 0,744 

50-95% 9  56,25 2  12,5 4  44,44  

<50% 0 0,0 4  25 0 0,0  

        

Desmoplasia        

Ausente 12 75 14  87,5 6  66,66 0,793 

Presente 4  25 2  12,5 3  33,33  
        

Debris glandular         

Ausente 1 6,25 1  6,25 1  11,11 0,691 

Presente 15 93,75 15  93,75 8  88,88  
        

Necrose        

Ausente 16 100 11  68,75 9  100 0,597 

Presente 0 0,0 5  31,25 0 0,0  
        

Grau de Diferenciação        

Bem diferenciado 7 43,75 10  62,5 5  55,55 0,744 

Moderadamente diferenciado 9  56,25 2  12,5 4  44,44  

Pouco diferenciado 0 0,0 4  25 0 0,0  

TOTAL 16  100 16  100  9  100  

* p<0,05 pelo teste Qui-Quadrado (correção por Bonferroni: p=0,017) 274 
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3.3. Análises de mucinas  275 

O resultado de mucinas por porcentagem média de área corada (Figura 4) demostrou 276 

que o grupo E apresentou diminuição do percentual de mucinas neutras em relação 277 

ao grupo N (p=0.0073534), após 23 semanas de experimento (figura 4a). Também é 278 

possível verificar aumento significativo no percentual de mucinas ácidas no grupo E 279 

em comparação ao grupo N (p=0.0439) na 11ª semana. Além disso, nota-se aumento 280 

no percentual de mucinas ácidas no grupo N em comparação aos grupos (p=0.0336), 281 

J (p=0.0002) e E (p=0.0301) na 23ª semana de experimento (figura 4b). 282 

 283 

Figura 4. Análise de mucinas por porcentagem média de área corada. M1 - 11ª 284 

semana de experimento e M2 - 23ª semana de experimento. N: animais controles; P: 285 

animais apenas induzidos a carcinogênese colorretal; J: animais induzidos a 286 

carcinogênese colorretal e suplementados com o suco da polpa do fruto Juçara; E: 287 

animais induzidos à carcinogênese colorretal e suplementados com extrato do fruto 288 

Juçara. a) Análise de mucinas neutras por porcentagem média de área corada. b) 289 

Análise de mucinas ácidas por porcentagem média de área corada. * diferença 290 

significativa no percentual de mucinas no grupo de M1 para M2. As médias com letras 291 

diferentes diferem entre si e médias com letras iguais não diferem entre si.   292 
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3.4. Análise da expressão proteica e índice apoptótico  293 

O resultado da análise de expressão das proteínas Nrf2 e Bax não demostraram 294 

diferença significativa entre os grupos estudados (p>0,05) (Figura 5a  e 5d). Contudo, 295 

a proteina Keap1 apresentou menor expresão no grupo E em comparação ao grupo 296 

P (P=0,0407) na 11ª semana de experimento. Na 23ª semana foi observado o 297 

aumento da expresão no grupo J em comparação aos grupos N (P=0,0011), P 298 

(P=0,0070) e E (P=0,0007) (Figura 5b). Além disso, houve aumento entre a 11ª 299 

semana para a 23ª semana no grupos J (P=0,0183).  300 

Quanto a proteina Bcl-xL, nossos resultados mostram aumento de expressão no grupo 301 

P (P=0,0040) e J (P=0,0051) em comparação ao grupo N (Figura 5c). E ainda maior 302 

expresão da proteína no grupo E em comparação aos grupos N (P=0,0001), P 303 

(P=0,080) e J (P=0,0312). Também mostrou aumento da 11ª semana para a 23ª 304 

semana no grupos E (P=0.0416).  305 

Em relação ao índice apoptótico que foi analisado por Caspase-3 clivada, observou-306 

se maior índice nos grupos P (p=0,0002), J (p=0.0001) e E (p=0,0002) em comparação 307 

com o grupo N na 23ª semana de experimento (Figura 5e). Ainda foi possível observar 308 

maior índice apoptótico entre a 11ª semana para a 23ª semana, nos grupos P 309 

(p=0.0097), J (p=0.0105) e E (p=0.0079).   310 
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 311 

Figura 5. Análise da expressão da proteína e índice apoptotico. Coluna cor cinza 312 

escuro: M1 - 11ª semana de experimento. Coluna cor cinza claro: M2- 23ª semana de 313 

experimento. N: animais controles; P: animais apenas induzidos a carcinogênese 314 

colorretal; J: animais induzidos a carcinogênese colorretal e suplementados com o 315 

suco da polpa do fruto Juçara; E: animais induzidos à carcinogênese colorretal e 316 

suplementados com extrato do fruto Juçara. a) Expressão proteica de Nrf2; b) 317 

Expressão proteica de Keap1; c) Expressão proteica de Bcl-xL; d) Expressão proteica 318 

de Bax; e) Índice apoptótico por Caspase 3 clivada. As médias sem letras não diferem 319 

entre si). * Diferença significativa da expressão proteica ou índice apoptótico no grupo 320 

de M1 para M2. As médias com letras diferentes diferem entre si e médias com letras 321 

iguais não diferem entre si.   322 
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4. Discussão  323 

Já é consagrado na literatura que os tumores malignos intestinais têm início a partir 324 

de lesões pré-malignas (Vogelstein et al., 1988) e as criptas aberrantes são 325 

consideradas lesões iniciais no colón intestinal com indicativo de risco para a 326 

carcinogênese (Ogata, Greca, Luz, Ioshii, & Tomasich, 2010).  327 

Nossos resultados mostraram a inibição de mais de 50% dos FCA pela 328 

suplementação do suco da polpa do fruto Juçara com uma diminuição de 64.02% 329 

do número de focos >3 criptas. O suco do Juçara é um alimento rico em fibras, 330 

vitaminas e compostos antioxidantes. Este resultado é compatível com a ideia da 331 

presença dos biocompostos protetores ou bioativos antioxidantes, anti-inflamatórios 332 

e antitumorais encontrados nesse tipo de fruto que atuam em sinergismo para 333 

promover a fitoproteção (Schulz et al., 2015).  334 

Reis e colaboradores (2019) também demostram o efeito protetor do suco do fruto 335 

juçara, no estágio de iniciação da carcinogênese no cólon de ratos Wistar induzidos 336 

por DMH. Após 14 semanas de suplementação com intervalos de 2 dias e na forma 337 

de ad libitum do suco do fruto juçara na concentração de 0,3%, foi observada 338 

redução de 25% dos FCA (Reis et al., 2019).  339 

Corroborando com nossos achados, Romualdo e colaboradores (2015) também 340 

verificaram diminuição de FCA em camundongos induzidos à carcinogênese de 341 

cólon por azoximetano. Nesse estudo, os animais foram suplementados com 5% de 342 

polpa de açaí amazônico em pó na alimentação por 14 semanas (Romualdo et al., 343 

2015) . Nossos experimentos promoveram redução de 50% nos focos de criptas 344 

aberrantes com uso de suplementação de suco de polpa de Juçara por seis 345 

semanas em uma concentração de 1%.  346 

Em relação à análise histopatológica do intestino, nosso estudo observou uma 347 

diminuição do número de placas de peyer da 11ª para a 23ª semana de experimento 348 

no grupo sem indução e suplementação, fato relacionado à fisiologia normal do 349 

intestino (Cerutti et al., 2011). Além disso, foi evidenciado um aumento do número de 350 

placas de peyer no grupo E avaliado na 23ª semana de experimento, indicando uma 351 

possível ação das substâncias fenólicas presentes no extrato na mucosa intestinal.  352 
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Nossos achados estão de acordo com os de Bernuy-Osorio e colaboradores (2018) 353 

que verificaram um aumento no número de placa de payer em ratos suplementados 354 

com quinoa, grão rico em flavonoides e ácidos fenólicos. O artigo atribuiu a presença 355 

das placas de peyer a uma possível ação protetora das mucosas (Bernuy-Osorio, 356 

Riveros-Lizana, Villanueva-Espinoza, Suárez-Cunza, & Vílchez-Perales, 2018).  357 

Ainda em referência aos resultados histopatológicos dos intestinos, as lesões 358 

encontradas foram displasia, adenocarcinomas tubulares e carcinomas de anel em 359 

sinete, mostrando a eficácia do protocolo de indução por DMH. Dentre as lesões 360 

apresentadas houve diferença significativa entre grupos induzidos e não induzidos ao 361 

CCR quanto ao aparecimento do adenocarcinoma tubular. Segundo Jucá e 362 

colaboradores (2005), os adenocarcinomas bem diferenciados são os mais comuns 363 

em ratos com CCR induzido por DMH (Jucá et al., 2014). 364 

Quanto ao estudo de mucinas, nossos resultados mostraram redução de mucinas 365 

neutras na 23ª semana no grupo suplementado com extrato. Também foi possível 366 

observar um aumento de mucinas ácidas no grupo suplementado com extrato na 11ª 367 

semana de experimento e posterior diminuição nos ratos induzidos a carcinogênese 368 

na 23ª semana. E ainda, um aumento de mucinas ácidas da 11ª para 23ª semana no 369 

grupo N, fato descrito como relacionado a idade (López-Ferrer, Barranco, & de, 2001).  370 

A diminuição de mucinas neutras, representa uma regulação negativa pelos 371 

compostos fenólicos, visto que a diminuição da produção de mucinas permite maior 372 

contato dos compostos carcinogênicos e das bactérias intestinais com os colonócitos, 373 

contribuindo para o desenvolvimento do processo inflamatório e acelerando o 374 

desenvolvimento do CCR (Boleij & Tjalsma, 2012).  375 

Já o aumento de mucinas ácidas encontrado na 11ª semana são consistentes com a 376 

pesquisa in vitro de Volstatova e colaboradores (2019), que demonstraram a 377 

capacidade dos polifenóis de modularem a expressão da mucina, levando a um 378 

aumento da mesma (Volstatova et al., 2019). Estudos têm relatado a atividade 379 

antioxidantes no aumento do conteúdo de mucinas no epitélio a fim de reduzir danos 380 

à mucosa cólica, causados pelas espécies reativas de oxigênio (Pereira et al., 2013). 381 

E a diminuição das mucinas ácidas apresentadas em nossa análise, pode ser 382 

justificado pelo próprio estímulo carcinogênico fornecido aos animais, tendo em vista 383 



99 
 

que CCR reduz a produção das mucinas e altera a composição das mesmas, 384 

produzindo mucinas menos glicosiladas (Boleij & Tjalsma, 2012).  385 

Com referência a análise da expressão proteica, ao avaliar a proteína Keap1 nosso 386 

resultado mostrou aumento da expressão de Keap1 no grupo J na 23ª semana de 387 

experimento. Oliveira e colaboradores (2019) também verificaram aumento Keap1 nos 388 

níveis séricos de pacientes com diabetes mellitus tipo 2. Nesta pesquisa, os pacientes 389 

foram submetidos a ingestão diária de 10 ml de suco de kiwi dourado, rico em 390 

antioxidantes, durante nove meses (Oliveira, Camargo, & Oliveira, 2019). Assim, o 391 

aumento de keap1 encontrado em nosso trabalho é favorável, visto que, a proteína 392 

Keap1 pode mediar a degradação da proteína anti-poptótica Bcl-xL e aumenta a pró-393 

apoptótica Bax e consequentemente Caspase 3 levando a morte celular.  394 

Contudo, observarmos que o aumento da expressão da proteína keap1 pelo suco da 395 

polpa do fruto juçara não interferiu na via de apoptose, apresentando padrão de 396 

expressão diferentes entre as proteínas. Logo, sugerimos que a intensidade de 397 

expressão relatada em nossa pesquisa não foi suficiente para mediar a expressão de 398 

Bax.  399 

Nossa pesquisa também mostrou aumento da expressão da proteína Bcl-xL nos 400 

grupos induzidos a carcinogênese colorretal em comparação ao grupo não induzido. 401 

Entre os grupos induzidos a carcinogênese, o grupo suplementado com extrato 402 

apresentou maior expressão da proteína de Bcl-xL. A literatura descreve a expressão 403 

aumentada desta proteína em uma variedade de cânceres. Estudos encontraram 404 

maior expressão da proteína BCL-xL em adenocarcinomas de câncer colorretal do 405 

que nos tecidos não tumorais (S. W. Lee et al., 2012).  406 

Qin e colaboradores (2014) ao analisar o efeito de a polifenóis de canela em células 407 

de glioma C6 de ratos, encontraram regulação positiva da diminuição dos níveis de 408 

proteína Bcl-xL (Qin, Panickar, & Anderson, 2014). Estudo em células MDA-MB-231 409 

de câncer de mama expostas a curcumina, substância com propriedades 410 

antioxidantes, também apresentou diminuição da expressão de Bcl-xL (Quispe-Soto 411 

& Calaf, 2016). Entretanto, nosso resultado mostrou maior expressão da proteína Bcl-412 

xL no grupo suplementado com extrato de substâncias fenólicas na presença de 413 

tumores já desenvolvido, ou seja, houve regulação negativa da proteína, ajudando no 414 

desenvolvimento tumoral.  415 
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No que concerne ao índice apoptótico determinado pela expressão da proteína 416 

Caspase-3 clivada, não foi observada alteração na 11ª semana em nenhum dos 417 

grupos. Ao analisar os mesmos grupos na 23ª semana, observou-se o aumento do 418 

índice apoptótico apenas nos grupos induzidos a carcinogênese colorretal (P, J, E). 419 

Ainda, não houve diferença entre grupo suplementado e não suplementado pelo fruto 420 

juçara.  421 

Pesquisas realizadas em adenomas (Zhao et al., 2018), bem como em carcinomas 422 

colorretais, também encontraram maior expressão de Caspase-3 em comparação 423 

com a mucosa colônica não neoplásica (Leonardos, Butler, Hewett, Zalewski, & 424 

Cowled, 1999). Além disso, Yao e colaboradores (2018) associaram o aumento da 425 

expressão de Caspase-3 a um considerado um marcador de prognóstico negativo 426 

para pacientes com câncer colorretal (Yao et al., 2018). Isto posto, nosso resultado 427 

vai de encontro com os autores citados anteriormente e demostra que o aumento de 428 

capasse 3 encontrado em nosso estudo é decorrente do desenvolvimento do CCR. 429 

5. Conclusão  430 

Diante dos resultados obtidos, o suco da polpa do fruto Juçara apresenta ação 431 

protetora na fase inicial do desenvolvimento de câncer colorretal e também na 432 

presença de neoplasias já instaladas. Além disso, tanto a polpa como o extrato 433 

promoveram a proteção mucosa cólica, ao atuar sobre número de placa de peyer e 434 

mucinas ácidas. Assim, a polpa do fruto Juçara pode ser uma aliada na prevenção do 435 

câncer colorretal, abrindo possibilidade de utilizá-la na suplementação dietética, 436 

produtos e medicamentos que favoreçam a prevenção e tratamento do câncer 437 

colorretal. 438 
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7 CONCLUSÃO 

 

Mediante análise dos resultados foi possível inferir que o fruto juçara aumenta a 

sobrevida das células cancerígenas in vitro, visto a inibição dos genes Keap1, Bax e 

Caspase 3, tanto pelo extrato como pela polpa. O fruto juçara também afeta 

significativamente o consumo alimentar e o ganho de peso corporal. Ainda, apresenta 

efeitos negativos sobre a albumina sérica e marcadores bioquímicos hepáticos como 

alanina aminotransferase e lipoproteína de baixa densidade.  

Entretanto, suco da polpa do fruto Juçara apresenta ação protetora na fase inicial do 

desenvolvimento de câncer colorretal in vivo, atuando na prevenção do aparecimento 

de criptas aberrantes e na regulação dos níveis de aspartato aminotrasferase, bem 

como na proteção da mucosa cólica. Além disso, observamos não haver dosagens 

estabelecidas para esse produto, e principalmente quando relacionado à pacientes 

com câncer colorretal, sendo relevante avaliarmos dosagem e tempo de exposição 

das células e de suplementação.   

Assim, nossos resultados abrem uma discussão acerca do uso de alimentos 

funcionais no desenvolvimento tumoral e como a interação de diversos componentes 

presentes nestes alimentos podem atuar em sinergismo para alterar todo o processo 

de tumorigênese colorretal. 
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