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RESUMO

A acdo no combate ao estresse oxidativo e no aumento de apoptose em células de
cancer colorretal tém sido demonstrados pela ingestdo de compostos bioativos
constituintes dos alimentos e no fruto jucara. Haja vista que o cancer colorretal esta
entre as trés principais neoplasias com maior taxa de incidéncia 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 jucara em cancer colorretal. Células Ht-29 e Caco-2 foram
expostas a diferentes concentracdes de polpa e extrato do fruto jucara por 24 horas e
posteriormente analisadas por gRT-PCR. Para analise em in vivo utilizou-se 43 ratos
machos Wistar, dividido em grupo controle (n=11) e induzido ao céncer colorretal
(n=32). O suco e o extrato da polpa de jucara foram utilizados para suplementacao
dos ratos induzidos a carcinogénese. O ganho de peso corporal, 0 consumo alimentar,
perfil bioquimico e hematolégico foram avaliados. Bem como, quantificou-se focos de
criptas aberrantes e lesdes neoplasicas, mucinas em mucosa colorretal, imuno-
histoquimica e caracterizacdo histopatoldégica de adenocarcinoma tubular. Foi
observado no estudo in vitro diminuigcdo significativa da expressdo génica de Nrf2,
Keapl, Bax e Caspase 3 nas células Ht-29 e Caco-2 expostas ao extrato e a polpa do
fruto jucara. Nos animais induzidos a carcinogénese observou-se perda de peso
corpéreo e menor consumo alimentar. Evidenciou-se também diminui¢cdo dos niveis
de aspartato aminotrasferase e dos niveis de albumina sérica e aumento nos niveis
de alamina aminotrasferase no grupo suplementado com polpa. As lipoproteinas de
baixa densidade no grupo suplementado com extrato também tiveram aumento. Além
disso, ocorreu diminuicdo de 50,06% dos focos de criptas aberrantes atribuidos a
suplementacdo com o suco da polpa do fruto Jucara. Constatou-se o aumento do
namero de placa de peyer no grupo suplementado com extrato; do percentual de
mucinas &cidas; da expressao de Keapl no grupo suplementado com suco de polpa.
Mediante andlise dos resultados foi possivel inferir que o fruto jucara aumenta a
sobrevida das células cancerigenas in vitro. Além disso, afeta significativamente o
consumo alimentar e o0 ganho de peso corporal, com efeitos negativos sobre a
albumina sérica e marcadores bioquimicos hepaticos como alanina aminotransferase
e lipoproteina de baixa densidade. Logo o suco da polpa do fruto jucara apresenta
acdo protetora na fase inicial do desenvolvimento de cancer colorretal, atuando na
prevencdo do aparecimento de criptas aberrantes e na regulacdo dos niveis de
aspartato aminotrasferase e Keapl, bem como na protecdo da mucosa colica.

Palavras chaves: Substancias bioativas; Via Kepl/Nrf2; Apoptose; Marcadores
bioquimicos; 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
jucara 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 jugara fruit in colorectal cancer. Ht-29 and Caco-2 cells were exposed to different
concentrations of pulp and extract of jugara fruit for 24 hours and analyzed by gRT-
PCR. For in vivo analysis, 43 male Wistar rats were used, divided in control group
(n=11) and induced to colorectal cancer (n=32). Jucara 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,
Keapl, Bax and Caspase 3 was observed in the in vitro study in Ht-29 and Caco-2
cells exposed to extract and pulp of jugara 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 jucara fruit. There was an increase in number of peyer plates in the group
supplemented with extract; percentage of acidic mucins and expression of Keapl in
the group supplemented with pulp juice. By analyzing the results it was possible to
infer that jugara 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, jucara 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 Keapl, as
well as to protect the colic mucosa.

Keywords: Bioactive substances; Via Kepl/Nrf2; Apoptosis; Biochemical markers;
Nutritional effect.
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1 INTRODUCAO

A palmeira Jucara (Euterpe edulis Martius) é nativa da Mata Atlantica brasileira e
produz frutos com importante valor nutricional, constituido de proteinas, acucares,
fibras, fracéo lipidica, vitaminas E e C, além de minerais e micronutriente (3-caroteno
(INADA et al., 2015; GUERGOLETTO et al., 2016). O fruto Jucara também se destaca
pelas substancias com agéo antioxidante, como acidos benzoico, caféico, clorogénico,
ferulico, protocatecuico, p-cumaérico, siringico, vanilico, saponinas e antocianinas
(MARTINS, 2016; MOREIRA et al., 2017; RIBEIRO et al., 2018; BARROSO et al.,
2019).

As substancias antioxidantes sao caracterizadas pela acdo molecular envolvidas no
combate ao estresse oxidativo (OLIVEIRA et al., 2011). Os polifendis por exemplo séo
capazes de modular a ativacdo da via Nrf2/ Keapl na presenca do mesmo
(SCAPAGNINI et al., 2011). A via Nrf2/ Keapl atua na manutencdo da homeostase
celular, no sistema de detoxificagcdo e na apoptose, na qual ativa genes anti e pro-
apoptotico, tais como Bcl-xL e Bax e subsequente ativacdo de Caspase 3 pelo gene
pro-apoptético (NITURE; JAISWAL, 2011).

A desregulacédo da apoptose apresenta um papel importante no desenvolvimento de
cancer colorretal, uma vez que, a expansao 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 desregulacéo juntamente
com outras alteracdes genéticas, resulta em modificagcdes da mucosa colénica normal
para lesdes 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 a ocorréncia de caracteristicas clinicas para a doenca que

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

A quimioprevengdo o desenvolvimento do cancer colorretal, bem como das
caracteristicas clinicas causadas pela doenca pode ser alcancada pelo consumo de
substancias dietéticas como as contidas em frutas e vegetais (MOURA et al., 2012).
Assim, a compreensédo da acao dos compostos bioativos presentes no fruto Jussara

na iniciagdo e promocao do cancer colorretal, bem como na regulacao e ativacédo da
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via Nrf2/Keap1l auxiliaria nos estudos que torna essa via um alvo molecular promissor
para pesquisas relacionadas ao desenvolvimento do cancer. Pesquisas acerca deste
conhecimento se fazem de suma importancia para a geragdo de novas fontes
diagndsticas, preventivas e terapéuticas, 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 substancias fenodlicas do fruto Jucara em cancer

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 substancias fendlicas

do fruto Jucara em cancer colorretal.

2.2 Objetivo especifico

e Avaliar o efeito in vitro da suplementacdo com fruto Jucara, na forma de suco
de polpa e extrato de substancias fendlicas, na intensidade de expresséo
génica de Nrf2, Keapl, Bax e Caspase 3 em linhagens celular de

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

e Avaliar o efeito in vivo da suplementacdo com fruto Jucara na forma de suco
de polpa e extrato de substancias fendlicas no peso de ratos submetidos a

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

e Avaliar o efeito in vivo da suplementacdo com fruto Jucara na forma de suco
de polpa e extrato de substancias fendlicas em parametros bioquimicos, tais
como: aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
colesterol total, triglicéride, albumina sérica, proteina plasméatica total,
lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de alta densidade (HDL) e
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) de ratos submetidos a

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

e Avaliar o efeito in vivo da suplementacdo com fruto Jucara na forma suco de
polpa e extrato de substancias fendlicas em parametros hematoldgicos, tais
como: hemoglobina, hematdcrito, eritrécito, leucacito total, linfocito, neutrofilo,
monaocito, basofilo e eosinodfilo de ratos submetidos a carcinogénese com o
agente 1,2-dimetillidrazina (DMH);

e Avaliar o efeito in vivo da suplementacdo com fruto Jucara na forma de suco

de polpa e extrato de substancias fenélicas em mucinas acidas e basicas em
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mucosa colorretal de ratos submetidos a carcinogénese com o agente 1,2-
dimetillidrazina (DMH);

Avaliar o efeito in vivo da suplementacéo com o fruto Jucara, na forma de suco
de polpa e extrato de substancias fendlicas, no desenvolvimento neoplasico,
pela quantificag&o de focos de criptas aberrantes em mucosa colorretal de ratos
submetidos a carcinogénese com o agente 1,2-dimetillidrazina (DMH);

Avaliar o efeito in vivo da suplementacdo com fruto Jucara, na forma de suco
de polpa e extrato de substancias fendlicas, no desenvolvimento neoplasico
guantificando o numero de tumores desenvolvidos apdés 23 semanas de

experimentacao;

Avaliar o efeito do fruto Jucara, na forma de suco de polpa e extrato de
substancias fendlicas, nas caracteristicas anatomopatolégicas dos tumores

desenvolvidos;

Avaliar o efeito do fruto Jucara, na forma de suco de polpa e extrato de
substancias fendlicas, na intensidade de expresséo proteica dos genes Nrf2,
Keapl, Bcl-xL, Bax e Caspase-3 em lesdes pré-neoplasicas (focos de criptas

aberrantes) e nos tumores, pela técnica de imuno-histoquimica.



19

3 REVISAO DE LITERATURA

3.2 Fruto da palmeira Jussara (Euterpe edulis Martius)

O Euterpe Edulis Martius, faz parte de um género botanico de palmeira, da familia
Arecaceae, cujo fruto produzido chama-se Jucara. A palmeira € nativa da Mata
Atlantica brasileira e produzidas nos estados de Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (BORGES et
al., 2011).

A extracdo do palmito culminou na extingdo da espécie nas areas originais, visto que
€ necessario o corte da arvore para retirada do mesmo (PEREIRA et al., 2018). Assim,
incentivou-se a producgéao dos frutos, tornando-se fonte de renda para as comunidades
na Mata Atlantica e uma alternativa para a manutencédo 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 populacdes do Euterpe Edulis Martius (COSTA et al.,
2008). Ademais, a palmeira desempenha um papel fundamental no ecossistema,
fornecendo nutricdo a fauna da Mata Atlantica por meio de seus frutos (REIS;
KAGEYAMA, 2000).

O fruto Jucara € arredondado, carnoso e fibroso, com apenas uma semente de
aproximadamente 1,45 cm de diametro, correspondendo a 73,46% do peso do fruto

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

guase negra, proveniente de um pigmento natural presente no fruto, a antocianina
(Figura 1) (MOREIRA et al., 2017).




20

O fruto também é constituido por minerais, tais como fosforo, enxofre, potassio, calcio
e magnésio em maior quantidade, seguido do sddio, cobalto, aluminio e ferro. Em
menores quantidades possui manganés, zinco, cobre, boro e molibdénio (SILVA et al.,
2013), e ainda o micronutriente B-caroteno (NOVELLO, 2011). Ademais, o fruto
apresenta um importante valor nutricional, por ser constituido de proteinas, aglcares,
fibras e fracéo lipidica, com alto teor de acidos graxos poli-insaturados e menor teor
de lipidios saturados (GUERGOLETTO et al., 2016).

Além de nutrientes, o fruto é constituido por varios compostos bioativos como 0s
acidos benzoico, cafeico, clorogénico, ferulico, protocatecuico, p-cumarico, ainda,
possui siringico, vanilico, flavonoides e saponinas. Assim, apresenta elevados teores
de substancias fendlicas que contribuem para a atividade antioxidante desses frutos
(BORGES et al., 2011).

3.3 Substancias fenodlicas

As substancias fendlicas sdo originadas do metabolismo secundario das plantas,
essenciais para crescimento e reproducdo da mesma (ROCKENBACH et al., 2008).
Esses compostos também sdo responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e
estabilidade oxidativa da planta, no qual, podem ser formados mesmo em condi¢cdes
de estresse, como infeccgdes, ferimentos e radiagées UV (NACZK; SHAHIDI, 2006;
LAGANA et al., 2019).

Os fendlicos possuem em sua estrutura um anel aromatico com um ou mais
substituintes hidroxilicos com seus grupos funcionais. As substancias fendlicas de
maior ocorréncia natural, apresentam-se conjugadas ao mono e polissacarideos por
um ou mais grupo fendlico e também podem ter a forma de derivados funcionais, como
0s ésteres e metil ésteres (ANGELO; JORGE, 2007; LEE; DELANEY; LIPMAN, 2012).

As substéncias fendlicas séo descritas como 0 maior grupo de antioxidantes naturais
(ABDRABBA; HUSSEIN, 2015) e podem ser encontrados principalmente em frutas
citricas, cereja, uva, ameixa, péra (ANGELO; JORGE, 2007) e Jussara (BORGES et
al., 2011). Existem cerca de 8.000 tipos de substancias fenolicas, dos quais, se
destacam os taninos, acidos fendlicos, fendis simples, tocoferois, cumarinas, ligninas
e flavonoides (ANGELO; JORGE, 2007; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).
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Os flavonoides séo considerados um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios
das plantas, caracterizados pela capacidade antioxidante (SANCHEZ-MORENO,
2002; LOPES et al., 2010). A estrutura bésica dos flavonoides consiste de um nucleo
flavilium formado por quinze atomos de carbono arranjados em uma configuracéo de
trés anéis (C6-C3-C6), sendo dois anéis fendlicos e um pirano (BALASUNDRAM;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Os flavonoides possuem varias classes, sendo as principais: flavanas, flavonas,
flavondis, isoflavonodides (LAZARY, 2010), chalconas, auronas e antocianinas
(BRAVO, 1998). Dentre essas classes de flavonoides destacam-se as antocianinas,
um pigmento natural amplamente distribuido na natureza. As antocianinas sao
definidas quimicamente como glicosideos de antocianidinas e caracterizadas por poli-
hidroxi e/ou polimetoxi derivados do 2- fenilbenzopirilium, ou céation 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, protecdo a acdo da luz, mecanismo de
defesa e funcéo bioldgica (TAIZ; ZEIGER, 2009). Existem aproximadamente 400 tipos
de antocianinas na natureza, no qual, se distinguem pelo nimero de grupos hidroxila
e/ou grupos metoxi ou ainda pelo numero de &cidos alifaticos ou aromaticos no tipo,
no namero e nos sitios de ligacao de acucares da molécula (DAMODARAM; PARKIN;
FENNEMA, 2010).

As antocianinas sdo muito utilizadas na coloracdo de alimentos pela industria
alimenticia, no entanto essas substancias também apresentam propriedades
terapéuticas com acéo antioxidante (KAPADIA et al., 1997). Esta acdo antioxidante
das antocianinas estd relacionada a presenca de hidroxilas fendlicas e as
propriedades de oxirreducdo, na qual permite atuar na reducdo e doacdo de
hidrogénio, 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 sé@o espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN),
produzidos naturalmente no organismo, formados por moléculas orgéanicas e
inorganicas ou &tomos que contém oxigénio e presenca de um elétron ndo pareado
na sua orbita externa (KUMAR; PANDEY, 2015). Essas moléculas sao capazes de
reagir com outras moléculas, tais como proteinas, carboidratos, lipideos e o acido
desoxirribonucleico, contra as quais colidem e retira elétrons destas substancias e
modifica suas estruturas moleculares (HALLIWELL, 1994; YU, 1994).

Os radicais livres sdo produzidos nas mitocondrias onde o oxigénio sofre reducéo no
processo de geracdo de ATP e recebe quatro elétrons, formando agua. 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 séo
adicionados ao oxigénio para dar origem a agua. Parte do oxigénio metabolizado nas
mitocondrias segue para o citoplasma e para a membrana celular, nesses locais 0
oxigénio é reduzido pela acdo de enzimas especificas presentes na membrana celular
e pela utilizacdo de ions ferro e cobre. A reducdo do oxigénio origina superoxidos,
hidroxilas e perdxidos de hidrogénio (BARBOSA et al., 2010).

Em condi¢cBes normais existem mecanismos antioxidantes para realizar o controle da
producao 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 fisiol6gicos importantes como ativagéo do sistema imunoldgico,
fagocitose, regulacdo do crescimento celular e sintese de substancias bioldgicas
(BLATT, 2013).

Entretanto, quando ha um desbalanco entre a producédo de radicais livres e 0s
mecanismos de defesa antioxidantes, ocorre 0 estresse oxidativo, ou seja, a oxidacao
de biomoléculas (OLIVEIRA et al., 2011). A perda da funcdo e da homeostase dessas
moléculas causa a producdo de compostos toxicos ou dano tecidual, como oxidacao
da camada lipidica da membrana celular e danos as proteinas e ao DNA. Essas
alteracdes induzidas pelo estresse oxidativo tém um papel central na carcinogénese
e no desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, inflamatorias e
cardiovasculares (COOKE et al., 2003; BARBOSA et al., 2010).

O sistema de defesa antioxidante é responséavel pela inibicdo e reducéo das lesdes
causadas pelos radicais livres nas células. Estes mecanismos de defesa, podem ser
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por acdo enzimatica (SIES, 1993), tais como: superéxido dismutase (SOD), catalase,
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). Ou ainda, por acdes
antioxidantes ndo enzimaticos, na qual, envolve o acido ascoérbico (vitamina C), a-
tocoferol (vitamina E), tidis, bilirrubina, glutationa, carotenoides e flavonoides
(MARITIM et al., 2003). A atividade antioxidante dessas substancias esta relacionada
principalmente as suas propriedades de 6xido-reducdo que desempenha um papel
importante na absor¢cdo e neutralizacdo de radicais livres por indisponibilidade do
oxigénio ou decomposicao de peroxidos (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

Dentre as substancias, os flavonoides s&o o0s 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 interceptacéo de radicais livres,
impedindo danos sobre os lipideos, aminoacidos, acidos graxos poli-insaturados e as
bases do DNA (GEY, 1998). Além disso, a vitaminas A, E e C, junto com o mineral
zinco (CORDOVA; ALVAREZ-MON, 1995) agem na protecdo da membrana celular
diante dos radicais que atacam as lipoproteinas de baixa densidade (STEINBERG,
1991).

Os 4&cidos graxos insaturados (CHENG; WANG; SHAO, 2016), também séo
reconhecidos por atuarem na modulacdo da funcdo celular. Estas substancias sao
mediadoras intracelulares da transducdo de sinais e como moduladores das
interacdes entre células, assim como, no aumento ou diminuicdo da producédo de
radicais livres (SIDDIQUI et al., 2017).

Os antioxidantes também previnem danos hepaticos causados pela peroxidacéo
lipidica e mantém a regulacdo das enzimas hepaticas como alamina aminotrasferase
(ALT) e aspartato aminotrasferase (AST) (LIN et al., 2009). Sabe-se que essas
substancias apresentam acao na reducdo de glicemia em jejum e pés-prandial e no
aumento dos niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL) (OLIVEIRA et al., 2019),
apresentando também, funcionalidade na diminuicdo dos niveis sanguineos de
triglicerideos (ARAUJO et al., 2014), colesterol total, lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) (UDANI et al., 2011) e VLDL (KUO et al., 2009). Além disso, reduzem o nimero
de células inflamatdrias circulantes e atuam no aumento nos niveis de hematocrito e
hemacias (LUDIDI et al., 2019).
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Ainda, os antioxidantes presentes nos alimentos podem agir no reparo das lesdes
causadas pelos radicais como na remoc¢do de danos da molécula de DNA e a
reconstituicdo das membranas celulares danificadas, bem como, podem inibir as
reacoes em cadeia com o ferro e o cobre, impedindo a formacao dos radicais livres
(YIIN; LIN, 1998). Além disso, € relatado a acao dessas substancias na parada do
ciclo celular (GONZALEZ-SARRIAS et al., 2013), em efeitos inibitérios na migracéo e
invasividade das células de adenocarcinoma (LEE et al., 2011). Bem como, na
reducdo da proliferacdo celular e na ativacdo da apoptose em células cancerigenas
(SAEZ et al., 2018).

Alguns estudos inclusive tém demonstrado a agdo de compostos bioativos na
modulacado da via Nrf2/ Keapl (SCAPAGNINI et al., 2011). Esta via atua na inducao
da expressdo de genes codificadores de enzimas e proteinas antioxidantes, bem
como, proteinas anti- e pré apoptéticas, como Bcl-xL (B-cell ymphoma-extra large) e
Bax (BCL-2-associated X protein) respectivamente (SUN et al., 2011; MILKOVIC;
ZARKOVIC; SASO, 2017).

3.5 Via Nef2/Keapl

O fator de transcricdo Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2 [NF-E2] - nrelated factor 2) é
membro da familia cap-n-colar (CNC) e pertence a subfamilia de fatores de transcri¢éo
de ziper de leucina basica (bZIP) (MOTOHASHI; YAMAMOTO, 2007). O Nrf2 é
codificado pelo gene fator nuclear (derivado dos eritrocitos), 2 tipo 2 (NFE2L2),
localizado na posi¢ao 2g31.2 do cromossomo 2, no qual, codifica uma proteina de 605
aminoacidos (CHOI; KWAK, 2016). Este fator de transcricdo tem a fungéo de regular
genes com sequéncias que contenham antioxidant response elements (ARE) nos
seus promotores (MOTOHASHI; YAMAMOTO, 2007).

Em condi¢des basais 0 Nrf2 encontra-se no citoplasma ligado a proteina Keapl (do
inglés - Kelch-like ECH-associated Protein 1), também conhecida como inibidor
citosélico do complexo Nrf2 (INrf2). A Keapl pertence a familia KLHL (DHANOA et al.,
2013) e esta ligada a actina que se encontra predominantemente no citosol (XIANG
et al., 2014).
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A proteina Keapl contém 624 aminoaciodos distribuidos em 5 dominios, a saber: NTR
(Regiado AminoTerminal); CTR (Regido Carboxi-terminal); IVR (Regido de
Intervencéo); DGR (double-glycine repeat); e BTB (Broad-Complex, Tramtrack, and
Bric a' brac) (PANDEY et al., 2017). Estes trés tltimos dominios tém importante papel
na ligacao Keapl/Nrf2, o dominio BTB atua na homodimerizacdo de duas proteinas
Keapl que permite a interacdo com o complexo Cul3 (Cul3-based ubiquitin E3 ligase
complex) (FURUKAWA; XIONG, 2005).

O dominio IVR é rico em residuos de cisteina, na presenca do estresse oxidativo
alguns residuos de cisteina, 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 mudanca conformacional em Keapl para prevenir a ubiquitinacédo e degradacéao
de Nrf2 (MOON; GIACCIA, 2015). E o dominio DGR é responsavel pela ligacdo de
Keapl com o dominio Neh2 de Nrf2 que regula negativamente a ativacdo de Nrf2
(ITOH et al., 1999; XIANG et al., 2014).

Em condi¢cbes ausentes de stress oxidativo, o Nrf2 cuja semivida é aproximadamente
20 minutos (KATOH et al., 2005) é transportado pelo Keapl até o complexo Cul3-
Rbx1 (E3-ubiquitin ligase complex/Ring box protein 1). O complexo Cul3-Rbx1 marca
por ubiquitinacdo o Nrf2 para degradacéo via proteassoma 26S. Assim, a quantidade
de Nrf2 se mantém sempre baixa em condicdes fisiologicas (KOBAYASHI; KANG;
OKAWA, 2004).

No entanto, quando a célula é exposta a estimulos estressores, tais como aumento
de ERO e ERN, ocorre a inibicdo da atividade da ubiquitina-E3-ligase no complexo
Keapl-Cul3ne com subsequente liberacdo do Nrf2. A dissociagdo Nrf2-Keapl leva a
diminuicdo da taxa de protedlise e aumenta Nrf2 no nucleo. No nucleo o Nrf2 associa-
se com a proteina sMaf (small musculoaponeurotic fibrosarcoma), formando um
heterodimero Nrf2/sMaf que se liga ao elemento de resposta antioxidante (ARE) ou
ao elemento de resposta eletrolitica (EpRE) localizados na regido 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
transcricdo (NITURE; KHATRI; JAISWAL, 2014), no qual pode transcrever mais de
100 genes (HAYES; MAHON, 2009). ApOs restabelecer a homeostase celular, a
Keapl se transloca para o nucleo e forma um complexo com Cul3 e Rbx1. Esse
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complexo possibilita realizar a ligacdo de Keapl com Nrf2 e levar o Nrf2 do citoplasma
para degradacao e assim controlar seus niveis dentro das células (Figural) (LEE et
al., 2007; NITURE; JAISWAL, 2013).
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Figura 2. Via de sinalizagdo Nrf2/Keapl. Em condigBes normais, o Nrf2 é constantemente
ubiquitinado pela proteina Keapl e degradado no proteassoma. Apés a exposicdo ao estresse
oxidativo, Keapl é inativado e Nrf2 torna-se fosforilado. O Nrf2 acumula-se no ndcleo e forma um
complexo com sMaf, subsequentemente se ligam aos elementos ARE ou EpRE, ativando a expresséao
de muitos genes. Apds restabelecer a homeostase celular, a Keapl entra no nicleo e forma um
complexo com Cul3 e Rbx1, esse complexo leva o Nrf2 para degradacéo.

Os genes ativados por Nrf2 atuam na manutencao da homeostase celular, no sistema
de detoxificacdo e também na via de apoptose, como 0s genes Bcl-xL e Bax. Estudos
tem verificado que a regulagdo de Bcl-xL mediada por Nrf2 é capaz de reduzir
negativamente a proteina pro-apoptotica Bax e consequentemente reduzir a atividade
de Caspase 3 para proteger as ceélulas da apoptose. Assim, a inducdo de Bcl-xL
mediada por Nrf2 desempenha um papel importante na diminuicdo da apoptose
celular e no aumento da sobrevivéncia celular (NITURE; JAISWAL, 2013).

No entanto, pesquisas sobre a regulacéo de proteinas anti-apoptoticas por Keapl/Nrf2
e seu papel na apoptose, demostraram a degradacdo da proteina anti-poptotica Bcl-

XL, mediada por Keapl, por meio da ubiquitina do complexo Keap1-Cul3-Rbx1, assim,



27

aumenta e/ou ativa fatores pré-apoptéticos como o Bax, contribuindo para o aumento
da apoptose celular (NITURE; JAISWAL, 2011).

3.6 Apoptose

A apoptose € um fenbmeno de morte celular programada, geneticamente controlada
por resposta que permite as células cometerem autodestruicdo apdés se expor a
determinados estimulos fisioldgicos, patogénicos ou citotéxicos (REED, 1999). Este
processo é essencial para o desenvolvimento de processos fisioldgicos e manutencgao
da homeostase tecidual, por eliminar células danificadas, envelhecidas e indesejaveis
(WYLLIE, 1985).

As células em apoptose sao caracterizadas por uma retracdo da célula e
consequentemente perda da aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas
(MELO et al., 2000). Em seguida, a cromatina sofre condensacéao e se concentra junto
a membrana nuclear e a membrana celular forma prolongamentos (blebs) e o nucleo
se desintegra em fragmentos envoltos pela membrana nuclear (CURTIN; DONOVAN;
COTTER, 2002). Estes prolongamentos gerados aumentam em nimero e tamanho e
se rompem. Ao se romper sdo formados o0s corpos apoptéticos, os quais, s&o
rapidamente fagocitados por macroéfagos e removidos sem causar um processo
inflamatério (WYLLIE; KERR; CURRIE, 1980; THOMADAKI; SCORILAS, 2006).

Estes processos desencadeadores da apoptose sao regulados pelas vias intrinseca e
extrinseca (PAROLIN; REASON, 2001; FULDA; DEBATIN, 2006). A via extrinseca
(extracelular) é desencadeada pela ativacdo dos receptores de fatores de necrose
tumoral (rTNF). Estes fatores promovem a intera¢do dos seus dominios 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 intrinseca (intracelular ou mitocondrial) € ativada por danos ao DNA, ruptura de
microtubulos, hipdxia, estresse oxidativo e deficiéncia ou auséncia de fatores de
crescimento celulares (HENGARTNER, 2000; PAROLIN; REASON, 2001). A ativacéo
desta via é controlada, principalmente, pelas proteinas da familia Bcl-2 (B-cell

lymphoma 2). Quando expressas estas proteinas sdo capazes de inibir a geracéo de
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espécies reativas do oxigénio e a acidificacdo intracelular, bem como, estabilizar o
potencial de membrana da mitocondria, e ainda atuar na inducdo e repressao da
apoptose (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; HUNOT; FLAVELL, 2001; BONNAL
et al., 2020).

Existem cerca de 25 genes na familia Bcl-2 reconhecidas e estas moléculas séo
classificadas em anti-apoptoticas (BCL-2, BCL-X., BCL-w, BFL-1, BRSAG-1, MCL-1,
Al, E1B19K, LMW5-HL E EBV BHRF1) e pré- apoptéticas (BAX, BAK, BCL-Xs, BAD,
BID, BIK, HRK, BIM E BOK) (ADAMS; CORY, 1998; HENGARTNER, 2000;
VERZELLA et al., 2020). A homeostase celular € mantida pelo equilibro relativo entre
as diferentes proteinas, principalmente Bcl-xL e Bax, pela formacdo de homodimeros
e heterodimeros, na qual, define a via de atuacéo sobre o mecanismo de morte celular
programada (ZORNIG et al., 2001; BIERBRAUER et al., 2020).

A proteina Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large) é um produto de transcricdo do gene
Bcl-x relacionado ao Bcl-2, possui a funcdo de regular a via de inducao e repressao
de morte celular (HU et al., 1998). Apds estimulos de morte, o Bcl-xL inibe a
permeabilizacdo da membrana externa da mitocéndria, impedindo o escape do
citocromo c para o citosol. Esta inibicdo se deve a formacao de heterodimeros com a
proteina Bax (BCL-2-associated X protein) ou ainda, por competicao de sitios a serem
ocupados pela Bax na membrana externa mitocondrial (AMARANTE-MENDES;
GREEN, 1999; SHI; KEHRL, 2019) (Figura 2). A proteina Bax é codificada pelo gene
localizado na regido cromossdmica 19q13.3-q13.4, e representa o modelo das
proteinas pro-apoptéticas (ANTONSSON; MARTINOU, 2000).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Apoptose
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Figura 3. Via de regulacdo da apoptose. Ap6s um estimulo de morte, Bcl-xL € ativada e forma
heterodimeros com Bax e ocupa os sitios da membrana mitocondrial a ser ocupados por Bax,
impedindo a liberacdo do citocromo ¢ e a morte celular por apoptose.

Na presenca de um estimulo apoptético, como danos ao DNA, ocorre a ativacdo da
Bax que migra do citoplasma para as proximidades das mitocondrias, onde sofre
ativacdo e modificacdo conformacional, aderindo a membrana mitocondrial externa
(RODRIGUEZ; LAZEBNIK, 1999). Pequenas unidades de proteinas Bax ativadas
tendem ao agrupamento, formando oligbmeros que penetram a membrana
mitocondrial externa (ANTONSSON; MARTINOU, 2000).

Essa integracdo entre Bax e a membrana forma poros que possibilita a rapida
liberacdo do citocromo ¢ para o citosol, no qual, associa-se com Apaf-1 (Apoptotic
protease activating factor 1) e a pro-caspase 9, formando o complexo apoptosoma,
gue promove a clivagem da pré-caspase-9, liberando a caspase-9 ativa, que por sua
vez, ativa a caspase-3, dando inicio a cascata e ocasionando a apoptose (Figura 3)
(RODRIGUEZ; LAZEBNIK, 1999; ZIMMERMANN; BONZON; GREEN, 2001).
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Figura 4. Via de ativacé@o da apoptose. Apds estimulo apopt6tico (estresse oxidativo), Bax é ativado
e migra do citoplasma para a membrana mitocondrial externa, onde constituem oligbmeros, formando
poros e subsequente liberacdo de citocromo c. O citocromo ¢ associa-se com APAF-1 e pr6-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 familia
das cisteinas proteases, caracterizadas por possuir cisteina no sitio ativo
(THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998). Essas proteases, tem a funcéo de reconhecer e
clivar substratos com residuos de aspartato, levando a condensacao e fragmentacao
do nucleo e externalizacéo de fosfolipidios de membrana, por sua vez, sinalizam para
estas células serem fagocitadas por macréfagos (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)
estdo relacionadas a maturacdo de citoquinas (DENAULT; SALVESEN, 2002). As
caspases envolvidas na apoptose sao 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 € 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 cromossémico

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

No cancer a apoptose € um processo critico, sabe-se que a expanséo 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 acdo no aumento de apoptose em células
de cancer colorretal, dessa forma refletindo um importante mecanismo de prevencao
(WATSON; PRITCHARD, 2000).

3.7 Cancer colorretal (CCR)

O céancer colorretal € um problema de satde mundial, considerado a segunda causa
de mortalidade e o terceiro tipo de cancer 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
incidéncia sdo mais elevadas em paises industrializados e ocidentais, como a América
do Norte, Europa, Australia, Nova Zelandia, Leste da Asia e na parte sul da América
do Sul. No entanto, as taxas tendem a serem baixas na maioria das regides da Africa
e no sul da Asia (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 ébitos por cancer colorretal em
homens e 9.660 em mulheres. Estimam-se, para cada ano do triénio de 2020-2022,
20.520 novos casos em homens e 20.470 em mulheres (INCA, 2019).

As Regides Sul e Sudeste exibem maior incidéncia da doenca, sendo que na regiao
sudeste o CCR é o segundo mais prevalente em ambos 0s sexos e nas regides Sul é
o terceiro mais frequente em homens e o0 segundo em mulheres. Nas Regibes Centro-
Oeste o CCR também apresenta alta incidéncia é considerado o segundo mais
frequente em homens e o terceiro em mulheres. Provavelmente, derivado dos habitos
de vida, como o baixo consumo de fibras e o alto teor de lipidios na dieta, ingestao

elevada de alcool e prevaléncias mais altas de tabagismo (INCA, 2019).

O CCR refere-se as neoplasias acometidas no colon, juncao retossigmoide, reto, anus
e o canal anal (BELOV; ZHOU; CHRISTOPHERSON, 2010). E considerado uma



32

doenca multifatorial, com diversos fatores de risco associados ao seu
desenvolvimento (BRENNER; KLOOR; POX, 2014).

Aproximadamente 75% dos casos sdo de origem esporadica, causadas por fatores
ambientais, tais como alimentacdo, depressdo, uso de &lcool, tabaco e micro-
organismos, ou ainda, pelos efeitos do envelhecimento. Cerca de 20% sao de origem
familiar e os outros 5% sao secundarios a doenca inflamatéria intestinal e sindromes
de CCR hereditarias, como a sindrome de Lynch, polipose adenomatosa familiar e
sindrome de Peutz-Jeghers (CRUZ et. al.,, 2004; MARKOWITZ; BERTOHNOLLLI,
2009; ASSIS, 2011).

Dentre os fatores esporadicos a alimentacdo € a mais estudada, por apresentar
importante papel na prevencdo e também no aumento do risco de CCR. O alto
consumo de carnes vermelhas, gorduras e &lcool, estdo associados a maior
probabilidade de desenvolvimento de CCR (LESER; SOARES, 2001). Por outro lado,
as frutas e verduras sdo associadas a protecdo contra o CCR decorrente dos efeitos
das substancias bioativas presentes nesses alimentos, como as vitaminas A, E, C,
carotenoides, selénio, folato e compostos fendlicos, que constituem o principal
antioxidante derivados da dieta, no qual estdo associados a neutralizacédo de radicais
livres (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

O céancer colorretal surge de alteracdes genéticas causadas principalmente pelo
estresse oxidativo, que atuam na oxidacdo de estruturas das membranas celulares e
do DNA (OLIVEIRA et al.,, 2011), desencadeando alteracdes genéticas durante o
crescimento, desenvolvimento e morte celular, levando a proliferacdo de células
anormais (WHEELER et. al., 2001, PARK; NAM, 2020).

As vias genéticas mais estudadas sobre a progressdo do cancer colorretal sdo a via
da instabilidade cromossdmica, via da instabilidade de microssatélites e a via da
instabilidade epigenética (em inglés, também conhecido como CpG Island Methylator
Phenotype — CIMP) (BRASILEIRO FILHO, 2013). A via de instabilidade cromossdmica
€ a mais frequente e inicia-se por mutacdo no gene supressor tumoral, como o gene
da polipose adenomatosa coli (APC) e mutacdes de ativagdo em proto-oncogenes,
como K-ras (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) que causa

aumento da expanséao clonal das células (ARMAGHANY et al., 2012).
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O gene APC tem a fungao de regular a via APC/Wnt/B-catenina. Muta¢cdes neste gene
ocasiona aumento de [-catenina culminando com o aumento da proliferacao,
diferenciacéo, migracao e adesao de células colorretais (ARMAGHANY et al., 2012).
As alteracdes 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 expanséo as células com
vantagens adicionais de crescimento que em ultima andlise leva a canceres invasivos
(MUNDADE et al., 2014).

A via de instabilidade de microssatélite ocorre em regiées com pequenos segmentos
repetitivos de DNA com sequéncia maior ou menor do que o original. Esta via é
impulsionada pelo dano do gene de APC e caracteriza-se por metilacdo aberrante nas
ilhas CpG do gene MLH1 (mutL homolog 1) (ARMAGHANY et al., 2012). A falha
desses genes conduz a mutacdes subsequentes em genes alvos especificos
envolvidos na proliferacdo e diferenciacdo celular, como receptor Il do fator de
crescimento transformante B (TGFBRII) e proteinas envolvidas na regulacdo da
apoptose, como Bax, que permite a invasdo de tumores com microssatélites instaveis
(MUNDADE et al., 2014).

A terceira via do pélipo serrilhado ocorre por hipermetilacéo aberrante nas ilhas CpG
das regides promotoras de genes envolvidos na regulacédo do ciclo celular, apoptose,
angiogénese, reparacdo do DNA, e ainda invasédo e adesado celular (OGINO et al.,
2006). Nesta via ocorre mutacado de BRAF que faz com que a sinalizacdo MAPKs /
ERK aumente e subsequentemente aumente a metilacdo de outros genes e danos
nos genes supressores de tumor, tais como TP53, p16 que inicia o cancer colorretal
(SHIMA et al., 2011).

Estas alteracdes genéticas desencadeiam modificacdes na mucosa colorretal, na qual
inicia-se predominantemente a partir do tecido epitelial, proveniente de podlipos
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018) ou de focos de criptas aberrantes (FCA). As
criptas aberrantes sdo caracterizadas por alteragbes morfolégicas nas criptas de
Lieberkihn com aberturas terminais alteradas, tamanho maior que as criptas
adjacentes e espessamento epitelial com células proeminentes. Ambas, lesGes pré-
neoplasicas podem evoluir para uma displasia, dando origem a adenomas e
carcinomas colorretais (CHENG; LAI, 2003).
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Dentre estas neoplasias, os adenocarcinomas sao responsaveis por 90% dos casos
de cancer 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 sao relatados por modificar a composic¢ao e diminui¢cdo da producéo
das mucinas (BOLEIJ; TJALSMA, 2012).

As mucinas sdo heterogéneo de glicoproteinas produzidas por tecidos epiteliais,
dependendo da composicao de seus monossacarideos, as mucinas sao classificadas
em neutras ou acidas. As mucinas neutras auxiliam na digestéo e protecao do epitélio
contra microrganismos, sua estrutura é formada por monossacarideos de manose,
galactose e galactosamina. As mucinas acidas atuam na protecédo contra patégenos
e agentes quimicos, apresentam em sua composicéo acidos sialico (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 célica por meio da indugcédo imunologica ou de defesa contra antigenos. As
placas de peyer sdo agregados de nédulos linfaticos que constituem um componente
principal do tecido linfatico associado ao intestino (GALT). Esses nédulos, utilizam
uma complexa interacdo entre células do sistema imunoldgico localizadas nos
foliculos linfoides e no epitélio folicular associado (CERUTTI; CHEN; CHORNY, 2011).

Somado a estas alteracfes da mucosa colbnica sdo apresentadas manifestacdes
clinicas, em sitios distantes do tumor ou de suas metastases. Estas caracteristicas
podem ser decorrentes da producdo de substancias pelas células tumorais
responsaveis por efeitos sistémico ou resultantes da diminuicdo de substancias
habitualmente presentes no organismo, que leva ao aparecimento de sintomas ou
ainda derivadas de resposta imunitaria do hospedeiro ao tumor (PATEL; DAVILA,
PETERS, 1993).

Em alguns casos, essas alteracdes clinicas podem representar o primeiro sinal clinico
do paciente, e podem, inclusive, direcionar ou modificar uma suspeita clinica inicial
(GAMEZ; LUCAS; RODRIGUEZ, 2001). Frequentemente é observado perda de peso,
disfuncdo imune e variagbes metabodlicas bem como, modificacdes nos parametros

bioguimicos e hematologicos (CARAM et al., 2012).
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4 CAPITULO 1

Artigo intitulado “Efeito inibidores de extrato e polpa do fruto jucara (Euterpe edulis
Martius) na via Nrf2/Keapl associadas a apoptose em células de adenocarcinoma

colorretal Ht-29 e Caco-2".
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Efeito inibidor de extrato e polpa do fruto jucara (Euterpe edulis Martius) na via
Nrf2/Keapl associado a apoptose em células de adenocarcinoma colorretal Ht-
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Destaques

e Polpa do fruto jucara aumenta a viabilidade de células HT-29 e Caco-2.
e Polpa e extrato do fruto jucara diminui a expressdo de Nrf2, Keapl, Bax e
Caspase em adenocarcinoma colorretal.

e Fruto jucara protege células Ht-29 e Caco-2 da apoptose.
Resumo

Compostos bioativos presentes nos alimentos, como os existentes no fruto jucara tem
demonstrado acdo no aumento de apoptose em células de cancer colorretal. Diante
disso, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito in vitro da suplementagdo com
fruto Jucara, na forma de polpa e extrato, na intensidade de expresséo génica de Nrf2,
Keapl, Bax e Caspase 3 em linhagens celular de adenocarcinoma colorretal Caco-2
e HT-29. Celulas HT-29 e Caco-2 foram expostas a diferentes concentragdes de polpa
e extrato do fruto jucara por 24 horas. Posteriormente realizou-se teste de viabilidade
celular por MTS e amplificagcdo de RNA por gRT-PCR. Como resultado, foi observado
aumento na viabilidade das células HT-29 e Caco-2 incubadas em concentracdes de

5 mg/ml e 50 mg/mL de polpa do fruto Jucara, respectivamente. Também, houve
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diminuicdo da expressao génica de Nrf2, Keapl, Bax e Caspase 3 nas células Ht-29
e Caco-2 expostas a concentracdo de 0,1 mg/mL e de 0,5 mg/mL de extrato. Ainda,
em células Ht-29, observou-se diminuicdo da expressdo génica de Nrf2, Bax e
Caspase 3 nas concentragdes de 5 mg/mL (exceto Nrf2) e 50 mg/mL de polpa.
Finalmente, em células Caco-2, diminuicdo da expressdo de Nrf2, Keapl e Caspase
3 na concentracdo de 10 mg/L de polpa do fruto jucara. Conclui-se que a polpa e o
extrato do fruto jucara regula positivamente Nrf2 e negativamente Keapl em
adenocarcinoma colorretal. Sugerimos que Keapl, ao ser inibido pelo fruto jucara,
diminui Bax e, consequentemente, a atividade da Caspase 3, aumentando a sobrevida

das células cancerigenas.

Palavras chaves: Substancias fendlicas; Viabilidade celular; Bax; Caspase 3;

antioxidantes; cancer colorretal.

1. Introducéo

Entre os numerosos tipos de cancer, as neoplasias colorretais estdo entre os trés
principais, com maior taxa de incidéncia e mortalidade em todo o mundo. Em 2018

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

No cancer colorretal, a apoptose € um processo critico. Sabe-se que a expanséao
clonal de uma célula transformada depende de um descontrole da sua capacidade
proliferativa e de uma crescente incapacidade de morrer por apoptose [2]. Contudo,
compostos bioativos presentes nos alimentos, como os presentes no fruto jucara tem
demostrado acdo no aumento de apoptose em células de cancer colorretal, dessa

forma, refletindo um importante mecanismo de prevencgéao [3].

O fruto jucara é constituido de proteinas, agucares, fibras, fracdo lipidica, vitaminas C,
E e minerais [4]. E ainda, por compostos bioativos, tais como acidos benzoicos,
cafeico, clorogénico, ferulico, protocatecuico, p-cumarico, siringico, vanilico,

flavonoides e saponinas [5-8].

Os compostos bioativos podem impedir o inicio da carcinogénese colorretal através
da eliminacéo direta de radicais livres ou por gerar sinais de estresse quimico ou
eletrofilico. Para tal, os compostos bioativos ativam proteinas relacionadas a varias

vias de sinalizacao celular, dentre estas a via de apoptose [3,9-12].
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Essas proteinas sdo mediadas pela ativacdo do complexo proteina Keapl (Kelch-like
ECH-associated Protein 1), associada ao fator de transcricdo Nrf2 (Nuclear factor
erythroid 2 [NF-E2] - nrelated factor 2). Na presenca do estresse oxidativo ocorre a
inibicdo da atividade da ubiquitina-E3-ligase no complexo Keapl-Cul3ne com
subsequente liberacdo do Nrf2 [3,10,11,13]. A dissociacdo Nrf2-Keapl leva a
diminuicao da taxa de protedlise e aumenta Nrf2 no nucleo. No nucleo, o Nrf2 associa-
se com a proteina sMaf (small musculoaponeurotic fibrosarcoma), formando um
heterodimero Nrf2/sMaf, que se liga ao elemento de resposta antioxidante (ARE) ou
ao elemento de resposta eletrolitica (EpRE), localizados na regido promotora dos

genes alvos [11,14-16].

Os genes ativados por Nrf2 atuam na manutencao da homeostase celular, no sistema
de detoxificacdo e também na via de apoptose [14]. A ativacdo de Nrf2 regula Bcl-xL
[17], reduz negativamente a proteina pro-apoptética Bax e, consequentemente, reduz
a atividade de Caspase 3 para proteger as células da apoptose. Assim, a inducao de
Bcl-xL mediada por Nrf2 desempenha um papel importante na diminuicdo da apoptose

celular e no aumento da sobrevivéncia celular [15].

Por outro lado, Keapl degrada a proteina anti-poptotica Bcl-xL, através da ubiquitina
do complexo Keapl-Cul3-Rbx1 e, assim, aumenta e/ou ativa fatores pré-apoptoticos
como o Bax [18,19]. Quando ativado, Bax migra do citoplasma para a membrana
mitocondrial externa, onde constituem oligbmeros, formando poros e subsequente
liberacdo de citocromo c. O citocromo ¢ associa-se com APAF-1 e pré-caspase 9,
formando o complexo apoptosoma. A Caspase 9 é clivada e ativa a Caspases 3,
levando a morte da célula [20,21].

Na busca de descoberta de novos medicamentos, estudos tem investigado o efeito de
substéancias bioativas, principalmente os antioxidantes derivados de alimentos, como
frutas e legumes na prevencdo do cancer. No entanto, a literatura ndo descreve
estudos sobre o efeito do fruto jucara na prevencdo de céncer colorretal,
principalmente relacionado a via Nrf2/Keapl associada a apoptose. Diante disso, este
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito in vitro da suplementacéo com fruto Jucara,
na forma de polpa e extrato, na expresséo génica de Nrf2, Keapl, Bax e Caspase 3,

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

2. Materiais e métodos
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2.1. Fruto Jucara

Foi utilizado um lote comercial de polpa fina (tipo C) [22] e organica do fruto Jucara
(Euterpe edulis Martius), obtido em uma agroindustria de polpa de jucara da cidade
de Rio Novo do Sul, localizada na regido Sul do Estado do Espirito Santo, Brasil. Deste
lote de polpa foram extraidas as substancias fendlicas, com posterior liofilizacdo do
extrato [23].

2.2. Cultura Celular

As linhagens celulares utilizadas foram Caco-2 e HT-29, ambas adenocarcinoma
colorretal humano e adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro. As células
foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s® (DEMEM, Gibco, Germany),
suplementado com 20% de soro fetal bovino, 0,1% de solucdo antibiética-antimicética
para Caco-2 e 1% da solucdo antibidtica-antimicotica para HT-29. As células foram

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

2.3. Teste de viabilidade celular

Foram distribuidas 8x102 células por poco em placas de cultura de 96 pocos. As
células foram cultivadas até atingirem o tempo de ligacao nas placas (48 horas). Apos,
as células foram expotas a diferentes concentracfes de polpa do fruto Jucara
(5mg/mL, 10mg/mL, 50mg/mL e 100mg/mL) e de extrato de substancias fendlicas
(0,05mg/mL, 0,1mg/mL, 0,5mg/mL e 1mg/mL) e por tempo de 24 horas.

Passado o tempo de exposi¢ao, analisou-se a viabilidade celular por meio do método
colorimétrico baseado na biorreducdo do composto MTS (Promega® #G3580). A
absorbéancia foi lida em leitor de microplacas no comprimento de 490 nm, usando
como controle células ndo expostas ao fruto jucara. O experimento foi realizado em

triplicata.

2.4, Extracao de RNA

A extracdo de RNA foi realizada em triplicata e com Trizol (Life Technologies),
seguindo as especificagbes do fabricante. A quantificacdo de RNA foi feita no
espectrofotometro Nanodrop® e a qualidade foi avaliada por eletroforese em gel de

agarose a 1%.

2.5. qRT-PCR
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O RNA total das células foi utilizado para sintetizar cDNA e posterior amplificacéo por
gRT-PCR empregando o kit real GoTag® 1-Step gRT-PCR System (Promega). A
técnica foi realizada em triplicata. Utilizou-se o gene GAPDH como gene de referéncia
e primers especificos para os genes Nrf2, Keapl, Bax e Caspase 3, ambos foram
desenhados no programa de bioinformatica PrimerQuest (Tabela 1). A analise da
expressdo génica foi realizada pelo método ACT e AACT e os valores de 2-24Ct foram

aplicados na montagem dos gréficos [24].

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados no gRT-PCR.

Gene Sequéncia Tm

Nrf2 Reverse 5-CAG AAT CAC TGA GGC CAAGTAG -3 Tm: 55.1°C
Forward 5’- CCG GCATTT CAC TAAACACAAG -3 Tm: 54.6°C

Keapl Reverse 5- ACT CGT TCC TCT CTG GGT AG -3 Tm: 55.4°C
Forward 5’- TGT CCT CAATCG TCT CCT TTATG -3’ Tm: 54.3°C

Bax Reverse 5'- GAT CAG TTC CGG CACCTT G -3 Tm: 56.1°C
Forward 5’- TCT GAC GGC AAC TTC AAC TG -3’ Tm: 55.3°C

Caspase 3 Reverse 5- ATA ATA ACC AGG TGC TGT GGA G -3 Tm: 54.5°C
Forward 5’- AGA CAG ACAGTG GTG TTG ATG -3 Tm: 54.7°C

GAPDH Reverse 5- GAG TCC TTC CAC GAT ACC AAAG -3 Tm: 55.1°C

Forward 5’- GGT GTG AAC CAT GAG AAG TAT GA -3  Tm: 54.5°C

2.6. Analise de dados

Todas as variaveis passaram por analise de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk. As
variaveis de viabilidade celular (Caco-2) passaram pelo teste de analise de variancia
One-way (ANOVA), seguido por p6s hoc teste de Tukey. As variaveis viabilidade
celular (HT-29) e expressdo génica passaram pelo teste de analise de variancia
Kruskall-Wallis, seguido por pds hoc teste de Dumn. Todas as analises e figuras foram
desenvolvidas no Software Estatistico de livre acesso R (R Development Core Team),

considerando um nivel de significancia de 5%.

3. Resultados
3.1. Viabilidade Celular

Foi observado aumento significativo (p=0.0128) na viabilidade das células de HT-29
incubadas na concentracdo de 5 mg/ml de polpa do fruto Jugcara em relagdo ao
controle (Figura 1a). As células de HT-29 incubadas em diferentes concentra¢cdes de
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146  extrato de substancias fenodlicas ndo apresentaram diferencas significativas na

147  viabilidade celular (Figura 1b).
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149  Figura 1. Efeito in vitro da viabilidade em linhagem celular de adenocarcinoma
150 colorretal (HT-29) incubadas com polpa e extrato de substancias fendlicas do fruto
151  Jucara. (a) Andlise da viabilidade inferida apds incubacédo com polpa do fruto Jucara
152  por 24h. (b) Andlise da viabilidade inferida apos incubacdo com extrato de compostos
153  fendlicos por 24h. * diferenca estatistica significante quanto ao percentual de
154  viabilidade celular p <0,05.

155  Alinhagem celular Caco-2 apresentou aumento significativo (p=0.0378) da viabilidade
156  celular quando incubadas na concentracdo de 50 mg/mL de polpa do fruto Jucara em
157 comparacédo ao controle (Figura 2a). As células de Caco-2 incubadas em diferentes
158  concentracdes de extrato de substancias fenodlicas ndo apresentaram diferencas

159  significativas na viabilidade celular (Figura 2b).
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Figura 2. Efeito in vitro da viabilidade em linhagem celular de adenocarcinoma
colorretal (Caco-2) incubadas com suco de polpa e extrato de substancias fendlicas
do fruto Jucara. (a) Andlise da viabilidade inferida apos incubacao com polpa do fruto
Jucara por 24h. (B) Andlise da viabilidade inferida apds incubacdo com extrato de
compostos fendlicos por 24h. * diferenca estatistica significante quanto ao percentual

de viabilidade celular p <0,05.

3.2. Perfil de expressdo de Nrf2, Keapl, Bax e Caspase 3 em linhagem

celular de HT-29 exposta a concentracdo de polpa do fruto Jucara.

O gene Nrf2 demostrou diminui¢cdo da expressao génica em células Ht-29 expostas a
concentracdo de 50 mg/mL (p=0.0179) de polpa do fruto jucara em comparacdo ao
controle (Figura 3a). A concentracdo de 50 mg/mL também promoveu diminuicdo da
expressdo do gene em comparacao a concentracdo de 100 mg/mL (p=0.0088) de
polpa do fruto jucara. Ainda, houve diminuicdo da expressao de Nrf2 na exposigédo a
concentracéo de 5 mg/mL em comparacao a exposi¢cao na concentracdo de 10 mg/mL
(p=0.0179) de polpa.

Quanto ao gene Keapl, ndo houve diferenca significativa nas células H-29 expostas
as diferentes concentracdes de polpa do fruto jucara ao comparar com o controle
(Figura 3b). Porém, nas concentracdes de 5 mg/mL de 50 mg/mL observou-se
diminuicdo da expressao génica ao serem comparadas com as concentracdes de 10
mg/mL (p=0.0010; p=0.0112 respectivamente) e 100mg/mL (p=0.0041; p=0.0339

respectivamente) de polpa.



182
183
184
185
186
187
188

189
190

191
192
193
194

195
196
197

198
199

43

Em relacdo aos genes Bax e Caspase 3, houve diminuicdo da expressao génica em
células Ht-29 expostas as concentracdes de 5 mg/mL (p=0.0010) e de 50mg/mL
(p=0.0041) de polpa em comparagao com o controle (Figura 3c e 3d). A concentracao
de 5 mg/mL, quando comparada as demais concentracdes, promoveu diminui¢do da
expressao génica em comparacao a concentracdo de 10 mg/mL (p=0.0112) de polpa.
Também ocorreu diminuicdo da expressdo de Bax e Caspase 3 na concentracédo de

50mg/mL de polpa em comparacao a concentracao de 10 mg/mL (p=0.0339) de polpa.
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Figura 3. Perfil de expressao dos genes Nrf2, Keapl, Bax e Caspase 3 em linhagem
celular de HT-29 expostas a diferentes concentracdes de polpa do fruto Jucara. a)
Perfil de expresséo de Nrf2. b) Perfil de expressao de Keapl. c) Perfil de expresséo
de Bax. d) Perfil de expressdo de Caspase 3. Letras diferentes entre colunas

significam diferenca estatistica significante entre as médias de expressao génica.

3.3. Perfil de expressao de Nrf2, Keapl, Bax e Caspase 3 em linhagem
celular de HT-29 exposta a concentracdo de Extrato de substancias

fendlicas

Foi observada diminuicdo na expressdo de Nrf2 nas células Ht-29 expostas a

concentracdo de 0,5 mg/mL (p=0.0414) de extrato de substancias fendlicas em
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comparacao ao controle (Figura 4a). A concentracao de 0,5 mg/mL de extrato também
promoveu diminuicao da expresséo génica em comparacao as concentracdes de 0,05
mg/mL (p=0.0023) e de 1mg/mL (p=0.0053) de extrato. Ainda, houve diminuicado da
expressdo de Nrf2 nas células expostas a concentracdo de 0,1 mg/mL em
comparacao as concentragdes de 0,05 mg/mL (p=0.0142) e de 1mg/mL (p=0.0053)

de extrato.

O perfil de expressdo de Keapl analisado nao apresentou diferenga significativa nas
células Ht-29 expostas as diferentes concentracbes de extrato de substancias
fendlicas ao comparar com o controle (Figura 4b). No entanto, foi observada
diminuicdo da expressao de Keapl na exposicdo a concentracdo de 0,1 mg/mL em
comparacgao as concentracdes de 0,05 mg/mL (P=0.0069) e de 1mg/mL (p=0.0142)
de extrato. Observou-se também uma diminui¢cdo na expressao do gene nas células
expostas a concentracdo de 0,5 mg/mL em comparacdo as concentracdes de 0,05
mg/mL (p=0.0031) e 1mg/mL (p=0.0069) de extrato.

Os genes Bax e Caspase 3 apresentaram diminui¢ao da expressao génica nas células
Ht-29 expostas as concentragcbes de 0,1 mg/mL (p= 0.0179) e de 0,5
mg/mL(p=0.0031) de extrato de substancias fenolicas em comparagdo ao controle
(Figura 4c e 4d). A concentracdo de 0,1 mg/mL também promoveu diminui¢cdo da
expressao dos genes em comparacao a concentracdo de 0,05 mg/mL (p= 0.0223) de
extrato. Ao comparar a concentracdo de 0,5 mg/mL com as demais, verificou-se
diminuicdo da expresséo de Bax e Caspase 3 em comparacdo as concentracdes de
0,05 mg/mL (p=0.0041) e de 1,0 mg/mL (p=0.0414) de extrato de substancias

fendlicas.
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Figura 4. Perfil de expressao dos genes Nrf2, Keapl, Bax e Caspase 3 em linhagem
celular de HT-29 expostas a concentracdo de extrato de substancias fendlicas. a)
Perfil de expressao de Nrf2. b) Perfil de expressédo de Keapl. c) Perfil de expressao
de Bax. d) Perfil de expressdo de Caspase 3. Letras diferentes entre colunas

significam diferenca estatistica significante entre as médias de expressao génica.

3.4. Perfil de expressdo de Nrf2, Keapl, Bax e Caspase 3 em linhagem

celular de Caco-2 exposta a concentracao de polpa do fruto Jucara.

Observou-se diminuicdo da expressdo de Nrf2 nas células Caco-2 expostas as
concentracdes de 10 mg/mL (p=0.0011) e de 50 mg/mL (p=0.0271) de polpa do fruto
jucara em comparacao ao controle (Figura 5a). A concentracao de 10 mg/mL também
promoveu diminuicdo da expressao do gene em comparagao a concentracao de 5

mg/mL polpa (p=0.0271).

O gene Keapl apresentou diminuicdo da expressdo nas células Caco-2 expostas a
concentracdo de 10 mg/mL (p=0.0271) de polpa, quando comparado ao controle
(Figura 5b). Ainda, na concentragdo de 10 mg/mL verificou-se diminuicdo da
expressdo de Keapl ao comparar com a concentracdo de 50 mg/mL de polpa
(p=0.0046).
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O perfil de expressao de Bax analisado ndo apresentou diferenca significativa nas
células expostas as diferentes concentracdes de polpa do fruto jucara ao comparar
com o controle (Figura 5c¢). Entretanto, foi observada diminuigéo na expresséo de Bax
quando exposto a concentracdo de 10 mg/mL de polpa em comparacdo a
concentracdo de 5 mg/mL de polpa (p=0.0011).

Quanto ao perfil de expressao de Caspase 3, nosso resultado demostrou diminui¢cao
da expressdo nas ceélulas Caco-2 expostas apenas a concentracdo de 10 mg/mL
(p=0.0271) de polpa em comparacédo ao controle (Figura 5d). Também verificou-se
diminuicdo da expressao do gene nas concentragdes de 10 mg/mL (p=0.0011) e de
50 mg/mL (p=0.0271) em comparac¢do a concentracdo de 5 mg/mL de polpa do fruto

jucara.
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Figura 5. Perfil de expressao dos genes Nrf2, Keapl, Bax e Caspase 3 em linhagem
celular de Caco-2 expostas a diferentes concentracdes de polpa do fruto Jucara. a)
Perfil de expressao de Nrf2. b) Perfil de expressédo de Keapl. c) Perfil de expressao
de Bax. d) Perfil de expressdo de Caspase 3. Letras diferentes entre colunas

significam diferenca estatistica significante entre as médias de expressao génica.

3.5. Perfil de expressdo de Nrf2, Keapl, Bax e Caspase 3 em linhagem
celular de Caco-2 exposta a concentracao de Extrato de substéancias

fendlicas.

O nivel de expresséao observado para os genes Nrf2 e Caspase 3 foram menores nas
células Caco-2 expostas as concentragdes de 0,1 mg/mL (p=0.0011) e de 0,5 mg/mL
(p= 0.0208) de extrato em comparacdo ao controle (Figura 6a e 6d). A exposicao a
concentracdo de 0,1 mg/mL de extrato também promoveu diminuicdo da expresséo
dos genes quando comparada a concentracdo de 0,05 mg/mL (p=0.0208) de extrato

de substancias fendlicas.

O perfil de expressédo de Keapl analisado segue o mesmo padrdo observado para
Nfr2 e Caspase 3. Foi observada diminuigdo apenas nas células Caco-2 expostas as
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concentracfes de 0,1 mg/mL (p=0.0033) e de 0,5 mg/mL (p=0.0087) de extrato, em
comparacao ao controle (Figura 6b). Também verificou-se diminuicdo da expressao
génica de Keapl nas células expostas a concentracdo de 0,1 mg/mL quando

comparada a concentracao de 0,05 mg/mL (p=0.0447) de extrato.

Quanto a expressao de Bax, observou-se diminuicdo nas células Caco-2 expostas
apenas a concentracdo de 0,5 mg/mL de extrato (p=0.0157), em comparacdo ao
controle (Figura 6c). Ainda, a concentracdo de 0,5 mg/mL apresentou diminuicdo da
expressdo de Bax em comparacdo a concentracdo de 0,05 mg/mL de extrato
(p=0.0016). A concentracdo de 0,1 mg/mL de extrato também apresentou diminui¢cao
da expressdo génica quando comparada a concentracdo de 0,05 mg/mL de extrato
(p=0.0271).
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Figura 6. Perfil de expresséo dos genes Nrf2, Keapl, Bax e Caspase 3 em linhagem
celular de Caco-2 expostas a diferentes concentracdes de extrato de substancias
fendlicas. a) Perfil de expressao de Nrf2. b) Perfil de expresséo de Keapl. c) Perfil de
expressdo de Bax. d) Perfil de expressdo de Caspase 3. Letras diferentes entre
colunas significam diferenca estatistica significante entre as médias de expresséo

génica.
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4. Discussao

As linhagens de células Caco-2 e Ht-29, apesar de vindas de um mesmo tipo tumoral,
apresentam caracteristicas distintas. A linhagem Caco-2 sdo células com fenotipo
mais diferenciado e proliferacéo mais lenta [25]. Isto justifica a diferenca da viabilidade
celular encontrada entre células Caco-2 e Ht-29 neste trabalho, ao serem expostas as
mesmas concentracdes de polpa do fruto jugara, como demostrado nas Figuras 1 e
2.

N&o foram encontrados na literatura estudos sobre o efeito do fruto jucara em
linhagens de células, principalmente relacionado ao cancer colorretal. No entanto, Lim
& Lim (2006) demostraram os efeitos de sucos de frutas citricas, os quais apresentam
propriedades bioativas semelhantes a jucara em células Caco-2. O estudo
demonstrou efeitos citotoxicos dos sucos de lima e de lim&o na concentragdo = 30%.
As analises dos sucos de toranja e pummelo a 10% néo afetaram a viabilidade celular
e 0 suco de laranja aumentou a viabilidade celular apenas em concentracées mais
baixas (< 30%) [26].

Outro estudo dos mesmos autores analisou o suco de cereja da Cornualha, rico em
substancias antioxidantes em células Ht-29 e Caco-2. Esta andlise apresentou efeitos
inibidores na viabilidade de células expostas a concentracdes crescentes do suco
(0,0007-1% v/v) por 72 h [26]. Matusiewicz e colaboradores (2019) verificaram o efeito
antioxidante do suco de raiz de cenoura em células Caco-2 e o resultado de ensaio
de 24 horas de células expostas ao suco nas concentracdes de 10, 1 e 0,1 mg/mL
também demostrou reducéo da viabilidade celular [27].

Mediante nossos estudos, é possivel aferir que o fruto jucara, tanto na forma de polpa
como extrato de substancias fendlicas, néo foi capaz de reduzir a viabilidade celular.
Além disso, sugerimos que concentra¢cdes menores de polpa do fruto jugara aumente
a sobrevida das células cancerigenas, visto o aumento da viabilidade celular de Ht-29
na concentracao de 5 mg/mL de polpa. Ainda, insinuamos que a atividade maxima de
viabilidade celular de Caco-2 seja na concentragdo de 50 mg/mL. Uma vez que, a

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

Em relacdo a analise do perfil de expressdo génica, observou-se diminuicdo da
expressao dos genes Nrf2, Keapl, Bax e Caspase 3 em celulas Ht-29 e Caco-2
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expostas a concentracdo de 0,5 mg/mL de extrato de substancias fendlicas (Figura 4
e 6). Também é notdrio a diminuicdo da expressao de todos os genes analisados em
ambas as linhagens para a concentracdo 0,1mg/mL de extrato. Além disso, nossos
dados apresentam resposta hormética em forma de U. Ou seja, em doses baixas, ha
um efeito adverso alto, no qual diminui com o0 aumento da dose e a medida que a dose

€ aumentada uma resposta adversa aparece e aumenta [28].

Tan e colaboradores (2011) estudaram o efeito do extrato de ameixa de Kakadu, rico
em substancias antioxidantes, em células Ht-29. No estudo, as células foram
submetidas as concentracdes igual ou superior a 200 pg/ml por 12h, sendo verificado
aumento da expressdo de Nrf2 e Keapl [29]. Pesquisa realizada em células caco-2
expostas a extrato de cebola, diluidos 1:2 em meio DMEM/FBS por 6h também

apresentou aumento da expresséao de keapl e Nrf2 [30].

Estudo com protocatecualdeido, um polifenol extraido do fungo Phellinus gilvus,
realizado em células Ht-29, expbs aumento da expressédo de Bax e Caspase 3 [31].
Ainda neste sentido, Elkhateeb e colaboradores (2018) constataram regulacéo
positiva de Bax e, consequentemente, aumento da expressao de Caspase 3 em suas
pesquisas. Para tal, os autores expuseram células Caco-2 ao extrato de cogumelo
nas concentragdes de 80 e 160 pg/mL [32]. Diante do exposto, nossos resultados
contrap®e as pesquisas descritas anteriormente, demostrando inibicdo da expresséo

dos genes analisados.

Ainda em referéncia a expressao génica, nossos resultados apontaram diminuicédo da
expressdo de Nrf2, Bax e Caspase 3 em células Ht-29 expostas a concentracédo de
50 mg/mL de polpa do fruto jucara em comparacdo ao controle (Figura 3). Também
foi demonstrada a diminuicdo da expressao de Bax e Caspase 3 na concentracéo de
5mg/mL de polpa. Na linhagem Caco-2 houve a diminuicdo da expressao de Nrf2,
Keapl e Caspase 3 na concentracdo de 10 mg/L de polpa, sendo notorio também a

diminuicdo em Bax (Figura 5).

Nossos achados estdo de acordo com Szaefer e colaboradores (2015), que
verificaram diminuicdo do nivel de Nrf2 em células normais de epitélio de mama,
submetidas a concentracdo de 25 ml/L de suco de couve por 72h. Os autores
averiguaram o gene Nrf2 como um importante mediador na expressao de genes da

enzima fase Il (detoxificacdo) [33].
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Quanto a analise da expressédo de Bax e Caspase 3, Das e colaboradores (2016)
também encontraram diminuicdo de Bax em cardiomidcitos, apds tratamento com
suco de raiz de beterraba (0,5 e 50 Ig/ml) por 24h. Os autores associaram esta
diminuicdo a regulacao negativa da proteina pro-apoptética pelo suco [34]. Entretanto,
Farhadi e colaboradores (2015) encontraram aumento da expressao de Bax e de
caspase-3. O experimento foi realizado em células de carcinoma epidermoide humano
e carcinoma hepatocelular, expostas ao suco de alho e ao de groselha na
concentracdo de 1ug/mL. A pesquisa demostrou genes dependentes e relacionou a

regulacdo positiva da via de apoptose [35].

Em nosso experimento os genes analisados apresentaram o mesmo padrdo de
expressao nas diferentes concentracdes de extrato fendlico e polpa do fruto jucara,
isso confirma a associagao entre as vias, como descrito pelos autores anteriormente.
Os genes ativados por Nrf2 atuam na manutencao da homeostase celular, no sistema
de detoxificacdo e também na via de apoptose, como o gene Bcl-xL. Assim, a
regulacdo de Bcl-xL mediada por Nrf2 é capaz de reduzir negativamente a proteina
pro-apoptética Bax, aumentando a sobrevivéncia celular [15]. Nosso trabalho
demostra que a inibicdo de Nrf2 pelo fruto jucara pode ser positiva, uma vez que sua
expressao esta associada ao aumento de Bcl-xL, a qual desregula o Bax e diminuiu a

atividade da caspase 3, protegendo a célula da apoptose.

Contudo, o gene Keapl funciona como uma proteina supressora de tumor, atua na
repressao e desestabilizacdo do Bcl-xL, promovendo a diminuicdo dos heterodimeros
de Bcl-xL: Bax, facilitando a apoptose das células cancerigenas e contribuindo para
0 aumento da apoptose celular [36]. Assim, a inibicdo de Keapl, tanto pelo extrato
qguanto pela polpa do fruto jucara, regula negativamente a via de apoptose mediada

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

Interessantemente também verificamos que, mesmo as linhagens de células Caco-2
e Ht-29 apresentando caracteristicas distintas, o fruto jucara exibiu acéo inibitéria da
expressdo génica em ambas as linhagens. Entretanto, observamos nao existir
dosagens estabelecidas para o fruto jucara, principalmente em células de
adenocarcinoma colorretal, sendo importante continuar as investigacdes sobre

dosagem e tempo de exposi¢ao das células.

5. Concluséo
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Diante das analises dos resultados conclui-se que a polpa e o extrato do fruto jucara
regula positivamente Nrf2 e negativamente Keapl, protegendo a célula da apoptose.
Por ser via dependentes, sugerimos que Keapl ao ser inibido pelo fruto jugara, diminui
Bax e consequentemente a atividade da Caspase 3 aumentando a sobrevida das

células cancerigenas.
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Abstract

Background: Clinical manifestations of colorectal cancer directly influence patient’s
quality of life, in which weight loss and metabolic variations are identified. However,
chemoprevention of colorectal cancer, as well as prevention of clinical changes can be
achieved by the consumption of dietary substances.In this context, we aimed to
investigate the effect of supplementation with juice and pulp extract of Jucara fruit
(Euterpe edulis Martius) on body weight gain, hematological parameters and serum

biochemical profile in rats with induced colorectal cancer.

Methods: 43 male Wistar rats were used, 11 as a control group (G1) and 32 for
induction of colorectal cancer by subcutaneous administration of 1,2-
dimethylhydrazine (Groups G2, G3 and G4). Jucara juice and pulp extract were used
for supplementation in rats induced by colorectal carcinogenesis (G3 and G4,
respectively). Body weight gain, food consumption, biochemical and hematological
profile were evaluated in the 11 and 23 weeks of the experiment. Shapiro-Wilk
normality test, One-way variance analysis followed by Tukey's post hoc or Kruskall-
Wallis analysis of variance, followed by Dumn's post hoc were used to verify

differences in means or medians between groups.
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Results: Results revealed loss of body weight in the groups induced to cancer in 23™
week, and lower food consumption by the same groups in the 11" and 23" weeks.
There was a decrease in aspartate aminotransferase levels in G3 group and an
increase of low density lipoproteins levels in G4 group at the 11" week. And an
increase of alanine aminotransferase levels in G3 group compared to G1 and G2
groups at the 11" week was observed. A decrease in serum albumin levels was
observed in G3 group compared to G1 group at the 23 week. And hematological
changes were associated with animals age.

Conclusions: We conclude that supplementation with jucara fruit acts positively on
aspartate aminotransferase levels, however, significantly affect food consumption and
body weight gain with negative effects on serum albumin and liver biochemical markers

such as alanine aminotransferase and low density lipoprotein.

Trial registration: Ethics and Animal Use Committee of Federal University of Espirito
Santo (043/2013).

Key words: Bioactive substances; Biochemical markers; Experimental
carcinogenesis; Nutritional effect.

Introduction

Colorectal cancer is a global health problem, in 2018 it presented 861,663 death cases
and 1,800,977 new cases. These rates lead the disease to the second leading cause

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

In colorectal cancer development, it is evidenced clinical manifestations which directly
influence patient’s quality of life, as it is related to consumption and absorption of
nutrients [2]. Clinical manifestations frequently shown are weight reduction, associated
with muscle and fat tissue depletion, immune dysfunction, among other metabolic
variations. Simultaneously, changes in biochemical and hematological parameters

occur, mainly in albumin, leukocytes and erythrocytes levels [2].

However, dietary substances consumption contributes to chemoprevention of
colorectal cancer, in which they prevent, inhibit or invert its development risk [3,4]. In

this context, the antioxidant and anti-inflammatory properties of fruits and vegetables
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can contribute to the protective process for carcinogenesis and colorectal cancer

progression, as well as in its clinical manifestations [5,6].

The Jucara palm (Euterpe edulis Martius) fruit, native from Brazilian Atlantic Forest,
stands out for its high concentration of phenolic compounds, which have been studied
in the prevention of cardiovascular, neurodegenerative diseases and cancer, due to
their chemical and photochemical composition , with anti-inflammatory, antidiabetic,

antimicrobial and antioxidant potential [3,7].

Antioxidant substances act in lipid peroxidation mediated by free radicals, through its
elimination [8-11]. Thus, these substances act in regulation of gene expression and
modulation of cell signaling pathways involved in DNA damage repair, cell proliferation,
invasion [11,12] and apoptosis [13].

Antioxidants also prevent liver damage caused by lipid peroxidation and maintain its
enzymes regulation such as alanine aminotransferase (ALT) [14] and aspartate
aminotransferase (AST) [3,15—17]. These substances are known to act in the reduction
of fasting blood glucose [18] and in the increase of high density lipoproteins (HDL)
levels [3,17,19], also presenting functionality in decreasing blood levels of triglycerides
[20], total cholesterol, low density lipoproteins (LDL) [21] and VLDL [22].

Substances with antioxidant properties reduce the rate of circulating inflammatory cells
and the inflammatory process, as well as restore hemoglobin levels, that improve the
condition of myelosuppression and anemia, which are the main complications of
cancer chemotherapy [23,24], still, it acts in the increase of hematocrit and
erythrocytes levels [25].

Despite the growing study on bioactive compounds present in fruitful species, more
information is still needed about their antitumor properties, as well as the clinical
manifestations during the development of cancer, such as metabolic changes,
especially those observed in colorectal cancer patients. On the other hand,
understanding bioactive substances effects on metabolic profile of cancer patients
would be of great importance for nutritional support during disease stages. In this
context, we aimed to investigate the effect of supplementation with juice and pulp
extract of Jucara fruit (Euterpe edulis Martius) on body weight gain, hematological

parameters and serum biochemical profile in rats with induced colorectal cancer.
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Methods
Juice and pulp extract of Jucara (Euterpe edulis Martius) fruit

A commercial batch of fine pulp (type C) of organic Jucara (Euterpe edulis Martius)
fruit, from the city Rio Novo do Sul, located in the southern region of the state of Espirito
Santo (latitude 20° 49’ 30” S, longitude 41° 00’ 00” W), was used. The lot purchased
from jucara fruit pulp complies with the Identity and Quality Standards (PIQ) of
Normative Instruction N° 01, from January 7, 2000, of Brazilian Ministry of Agriculture

and Food Supply.

Phenolic substances were extracted from the pulp according to the methodology of
Weinges and Nader (1992) [26]. From the pulp extract, anthocyanin pigment was
quantified by differential pH method, according to Giusti and Wrolstad (2001) [27],
resulting in 107.08 mg of cyanidin-3-glycoside per gram of pulp. The value found for
total anthocyanins was used to calculate supplementation of pulp juice and lyophilized
phenolic substances, following the formula DxP/[ ], so that each animal received

1mg/kg of total anthocyanins.
Experimental Model

For the experiment 43 male Wistar rats, four months old, were included, randomly
divided into four experimental groups, namely G1 Group: 11 animals without
carcinogenesis induction and not supplemented with Jucara fruit; G2 Group: 11
animals induced to carcinogenesis and not supplemented with Jucara fruit; G3 Group:
14 animals induced to carcinogenesis and supplemented with Jucara fruit juice, at a
concentration of 1.0% (w/v); G4 Group: 07 animals induced to carcinogenesis and
supplemented with extract of lyophilized phenolic substances from Jucara fruit pulp,

diluted in water at a concentration of 0.2% (w/v) (Figure 1).

For colorectal carcinogenesis induction, 1,2-dimethylhydrazine (DMH) chemical agent
was used, according to methodology modified by Laranjeira et al. (1998) [28], in which
DMH was dissolved in 0.9% NaCl containing 1.5% EDTA as a vehicle, at a final pH of
6.5, which was achieved with the use of 1IN NaOH solution when necessary. DMH
application occurred subcutaneously, once a week, for a period of five weeks, in the

final dose of 240mg/kg.
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In the sixth week of the experiment, supplementation with juice and extract of phenolic
substances was started, in the form of gavage, with availability three times a week,
according to methodology modified by Reis and Contributors (2019) [29]. Animals’
weight was monitored weekly and the feed intake daily by weighing, during 23 weeks

of experiment.

In the 11t week (M1), euthanasia was performed to collect blood by cardiac puncture,
from four animals in each group, except G4, in which only two animals were
euthanized, due to the lower sample in the group. On the 23 week (M2), a second

blood collection was performed with the remaining animals.

LI

43 Mice Wist§|[ Young Males

. v v '

G1-11 Mice G2-11 Mice* G3 - 14 Mice* G4 - Q1M1EE*

Water Water Pulp Juice Extract
1

n
v

Euthanasia

7N

112 ‘;ﬂi’eek 23* Week
|
+ ]
7,

Hematological and Biochemical analysis

* Induction of colorectal carcinogenesis by
1,2-dimethylhydrazin

Figure 1. Methodology development representation used in the experiment.
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Biochemical and hematological parameters

To assess total plasma proteins, a manual density and protein refractometer was used.
Analyzes of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), total
cholesterol, triglyceride, high density lipoproteins (HDL), low density lipoproteins (LDL),
very low density lipoproteins (VLDL), albumin and hemoglobin levels were performed
by the automatic biochemical analyzer (BS 120 Mindray). Hematocrit analysis was
performed by capillary with hematocrit reading card aid. Leukogram, erythrogram and

differential leukometry were performed using a Nikon® light microscope.
Data analysis

Variables such as weight gain, food consumption, AST, ALT, total cholesterol and
fractions, triglycerides, serum albumin, total plasma protein, erythrocytes, hematocrit,
hemoglobin and leukometry (total leukocytes and cell count) were analyzed for

normality by Shapiro-Wilk test.

In the 11™ week, the variables body weight gain, total cholesterol, HDL, erythrocytes,
hematocrit and neutrophils were submitted to one-way analysis of variance (ANOVA),
followed by Tukey's post hoc test when necessary. The variables food consumption,
AST, ALT, LDL, VLDL, triglycerides, total plasma protein, serum albumin, hemoglobin,
total leukocytes, lymphocytes, monocytes, basophils and eosinophils where tested by

Kruskall-Wallis analysis of variance, followed by Dumn's post hoc test when required.

In the 23 week of experiment, variables total cholesterol, HDL, erythrocytes,
hematocrit and neutrophils were submitted to one-way analysis of variance (ANOVA),
followed by Tukey's post hoc when necessary. While the variables body weight gain,
food consumption, AST, ALT, LDL, VLDL, triglycerides, total plasma protein, serum
albumin, hemoglobin, total leukocytes, lymphocytes, monocytes, basophils and
eosinophils were tested by Kruskall-Wallis analysis of variance , followed by Dumn's

post hoc when necessary.

All analyzes and figures were developed using R Statistical Software (R Development

Core Team), considering a significance level of 5%.
Results

Body weight gain and food consumption
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Body weight gain from the animals of this study during the 23 weeks of experiment is
shown on figure 2. During the first 11 weeks it was observed no significant difference
between studied groups (p>0.005). However, in the 23rd week of experimentation,
there was a significant reduction in body weight gain of animals belonging to groups
G2 (p=0.1017), G3 (p=0.0108) and G4 (p=0.0057), when compared to animals in group
G1.

500 -
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S 350 (33
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-2 300-
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Figure 2. Body weight gain of rats submitted or not to colorectal carcinogenesis.
Weekly monitoring of animals’ body weight gaing during the 23 weeks of experiment
of animals not induced and not supplemented with jucara fruit (G1), induced to
colorectal carcinogenesis and not supplemented with jucara fruit (G2), induced to
colorectal carcinogenesis and supplemented with jucara fruit juice (G3) and induced to

colorectal carcinogenesis and supplemented with extract of jugara fruit pulp (G4).

Feed intake decreased in groups induced to carcinogenesis compared to group G1
(p<0.00001) in both analyzes of the 11" and 23" week (Figure 3). It is also observed
a decrease in food consumption in groups G2 (p=0.0097) and G3 (p<0.00001) in the
11t week compared to the G4 group, as well as in the 23 week in groups G2 and G3
compared to the G4 group (p=0.0264 for both groups). Still, in 23" week there was a
decrease in group G3 compared to group G2 (p=0.0264).
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Figure 3. Food consumption of rats a) monitoring of food consumption in the 11" week

20

Feed (g)
Feed (g)

(M1) of experiment. b) monitoring of food consumption in the 23 week (M2) of
experiment. The means with different letters differ from each other and means with the

same letters do not differ from each other.
Biochemical parameters

There was a decrease of aspartate aminotransferase (AST) levels in the 11™ week of
experimentation in groups G3 (p=0.0255) and G4 (p=0.0084) compared to groups G1
and G2, respectively (Figure 4a). Significant decreases in AST levels were also
observed in the 239 week of experimentation in G2 (p=0.0369) and G4 (p=0.0338)
groups in relation to G3 group. | n addition, a significant increase of AST levels was
identified in G3 group from 11" to 23 week of experimentation (p=0.0003).

Alanine aminotransferase (ALT) levels analysis did not reveal any significant difference
in 11" week of experimentation (Figure 4b). However, there was a significant increase
in ALT levels at the 23 week in G4 group compared to G1 (p=0.0008) and G2
(p=0.0202) group. Furthermore, the results reveal a significant increase in ALT levels

in G3 group from 11" week to 23" week of experimentation (p=0.0207).
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Figure 4. Aspartate aminotransferase and alanine transferase levels. M1 — 11" week
of experiment and M2 — 23 week of experiment. a) Aspartate aminotransferase levels
b) Alanina aminotransferase leves. * significant increase in parameters in the group
from M1 to M2. The means with different letters differ from each other and means with

same letters do not differ from each other.

The levels of total cholesterol, high-density lipoproteins (HDL) and very low-density
lipoproteins (VLDL) do not present a significant difference between experimental
groups, in 11" and 23 weeks of experiment (Figure 5). However, there was a
significant increase of low-density lipoproteins (LDL) levels in G4 group compared to
G1 (p=0.0117), G2 (p=0.0414) and G3 (p=0.0203) groups in M1. Still, it was possible
to observe a significant increase in LDL levels in G4 group compared to groups G2
(p=0.0475) and G3 (p=0.0360) in M2. Moreover, there was also a significant increase
in LDL levels in G1 group from 11" week to 23 week of study (p=0.0084).
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Figure 5. Total cholesterol, HDL, LDL and VLDL levels. M1 - 11th week of experiment
and M2 - 23rd week of experiment. a) Total cholesterol levels. b) HDL levels. c¢) LDL
levels. d) VLDL levels. * significant increase in parameters in the group from M1 to M2.
Means with different letters differ from each other and means with equal letters do not
differ from each other.

As for triglycerides and total plasma protein, no difference was observed between the
experimental groups, both in 11" and 23 weeks of experimentation (Figure 6).
However, serum albumin levels showed a significant difference, with decreased levels
in G3 group in relation to G1 (p=0.0005) in 23 week. In addition, analyzes show a
significant increase in serum albumin levels in G2 group (p=0.0127) from 11t to 23
week of study (figure 6b).
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Figure 6. Triglyceride, serum albumin and total plasma protein levels. M1 — 11" week
of experiment and M2 — 239 week of experiment. a) Triglyceride levels. b) Serum
albumin levels. c) Total plasma protein levels. * significant increase in parameters in
the group from M1 to M2. The means with different letters differ from each other and

means with the same letters do not differ from each other
Hematological parameters

Our result shows an increase in erythrocyte parameters in groups G2 (p=0.0009) and
G3 (p=0.0055) from 11t to 23 week of study (Figure 7a). There was also a decrease
in hematocrit parameters in G3 (p=0.0008) from 11" to 23" week of study (Figure 7b).
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Hemoglobin analyzes did not show variance between groups in 11" and 23" weeks of
experiment (Figure 7c). However, leukogram indicates a significant increase in levels
in groups G2 (p=0.0041), G3 (p=0.0055) and G4 (p=0.0432) from 11" to 23" week of
study (Figure 7d).
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Figure 7. Leukogram, erythrogram, hemoglobin and hematocrit levels. M1 — 11" week
of experiment and M2 — 23" week of experiment. a) Erythrocytes levels. b) Hemoglobin
levels. ¢) Hematocrit levels. d) Total leukocytes levels. * significant increase or
decrease in parameters in the group from M1 to M2. The averages with the same

letters do not differ.

As for the relative leukocyte count (lymphocytes, monocytes, neutrophils, basophils
and eosinophils), no difference was observed between studied groups (Figure 8).
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Discussion

Our results showed that animals subjected to colorectal carcinogenesis and
supplemented with jucara fruit showed important metabolic changes, especially with
regard to food consumption and weight gain, as well as changes in alanine
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aminotransferase (ALT), low density lipids (LDL) and albumin levels. In colorectal
carcinogenesis, besides colonic mucosa changes, there were also clinical changes
such as weight loss, immune dysfunction and resulting metabolic variations, as well as

changes in biochemical and hematological parameters [2].

Regarding body weight, our results showed a reduction in weight gain in groups
induced by carcinogenesis during the 23 weeks of experiment. A study performed by
Saad-Hossne and collaborators (2005) with humans in advanced stages of colorectal
cancer also showed loss of body weight [30]. About these results, it is described that
the first noticeable sign in colorectal cancer is weight loss, mainly involved with the
damage caused by advanced disease and associated with decreased food intake and
increased energy expenditure or both [31,32]. Interestingly, our animals induced to
colorectal carcinogenesis showed a reduction in food consumption in the early stages
of experiment. Thus, the relationship between food consumption and body weight gain
in patients with colorectal cancer should be evaluated in order to avoid severe

metabolic changes.

Following the proposal to evaluate metabolic changes in patients with colorectal
cancer, our results regarding AST, showed that supplementation with jucara fruit tends
to recover normal levels in the presence of established neoplastic lesions, where
metabolic changes are extremely serious. A study found a reduction in serum AST
levels when mice were supplemented for 7 days with agueous extract of H. japonicum,
a phytotherapic rich in oxidizing substances [33]. Son et al. (2017) also found that
supplementation with phenolic acid and flavonoid reduced levels of AST and ALT
which were increased by the induction of D-galactosamine (GalN) in rats [34]. In this
way, the Jucara fruit can play an important role in preventing liver damage, since the

first signs of toxicity are given by the increased plasma levels of AST and ALT [15,35].

As for ALT levels, our results showed a significant increase in the group supplemented
with pulp extract of jucara fruit, at an advanced stage of neoplastic development.
However, the use of aqueous green tea extract, rich in phenolic substances, promotes
a reduction in serum ALT levels in rats [14]. The literature describes an increase in

ALT levels commonly related to lipid peroxidation mediated by oxidative stress [16,17].

We believe that in our study, supplementation with pulp extract of jucara fruit caused
liver overload or even potentiated oxidative stress, and consequently elevated ALT
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levels. Another important point to be evaluated is the dosage and supplementation
time, since there are no established dosages for this product, and especially when

related to patients with colorectal cancer.

The lipid profile of animals in this study show any significant changes, except for LDL,
which was elevated in the group supplemented with pulp extract of jugara fruit since
the beginning of colorectal carcinogenesis. There was an increase in LDL levels
between 11" and 23" weeks of study in G1 group, a fact possibly related to the

animals' age [36].

A study by Dembistky and collaborators (2011) associated polyphenols and fibers
present in fruits and vegetables to prevent LDL oxidation, with a reduction in serum
levels [12]. Another study on LDL levels associated polyphenols with reduced intestinal
absorption of dietary lipids by interfering with their emulsification, digestion and micellar
solubilization [37]. On the other hand, the increase in the LDL fraction is also
associated with the increase in oxidative stress, which in turn can promote neoplastic
growth [22]. Thus, we believe that animals belonging to G4 group presented high levels
of LDL due to greater oxidative stress caused by supplementation with extract, similar
to what was observed with ALT, therefore, the study of LDL and ALT in supplemented
colorectal cancer patients with jucara fruit deserves further investigation.

Regarding albumin analysis, our results showed a reduction in their levels in the group
supplemented with jucara pulp juice compared to G1 group in the 23 week of
experiment. In humans, serum albumin is one of the parameters used to assess
nutritional status of cancer patients. Besides, a decrease in albumin levels is correlated
with chronic malnutrition and increased morbidity and mortality [38]. Interestingly, in
our study, the group with the lowest albumin level also had low food intake compared
to others, possibly related to higher caloric intake of lipids present in the fruit pulp of
jucara [39], which leads to lower dietary intake and, consequently, alteration of albumin

parameters due to lower protein intake.

In relation to hematological analysis, an increase in leukocyte levels from 11t to 23
week was observed in the groups induced to carcinogenesis. Colorectal cancer is
correlated with inflammation and it is important in mediating leukocyte production in
response to reactive oxygen species in the carcinogenesis process [40]. This fact
justifies the high number of leukocytes in the presence of a tumor. In addition to the
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groups induced to carcinogenesis, an increase in white blood cell count over the weeks
in group G1 is noticeable. A study demonstrated the progressive increase in white
blood cell count with the growth and advancement of healthy Wistar rats [41].
O’Connell et al. (2015) corroborate the increase in leukometry with the growth of
animals [42]. Thus, it is possible to verify an increase in leukometry over time during

the experiment and that it is related to the animal's physiology.
Conclusions

We conclude that supplementation with jucara fruit acts positively on aspartate
aminotransferase levels, however, significantly affect food consumption and body
weight gain, with important effects on serum albumin and liver biochemical markers

such as alanine aminotransferase and lipoprotein low density.
List of abbreviations

AST - aspartate aminotransferase
ALT - alanine aminotransferase
HDL - high density lipoproteins
LDL - low density lipoproteins
DMH -1,2-Dimetilhidrazina

VLDL - very low density lipoprotein
M1 - 11th week of experiment

M2 - 23rd week of experiment
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Artigo intitulado “Suplementacdo com fruto Jucara (Euterpe edulis Martius) na
protecdo ao aparecimento de lesbes pré-neoplasicas em modelo induzido de cancer

colorretal”.
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Destaques

e Suco da polpa do fruto Jucara atua na prevencao do aparecimento de criptas
aberrantes;

e Extrato e suco da polpa do fruto jucara promovem a protecao da mucosa cdlica,
ao atuar sobre numero de placa de peyer e mucinas acidas, respectivamente;

e Suco da polpa do fruto jucara aumenta expressao da proteina Keapl em

adenocarcinoma colorretal.
Resumo

O estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementacéo alimentar a base do
fruto Jucara sobre lesbes pré-neoplésicas e neoplasicas de cancer colorretal em ratos
Wistar. Para tal, quantificou-se focos de criptas aberrantes e lesdes neoplasicas,
mucinas em mucosa colorretal, imuno-histoquimica e caracterizacéo histopatologica
de adenocarcinoma tubular. Os resultados demonstram diminuicdo de 50,06% dos
focos de criptas e aumento do percentual de mucinas acidas no grupo J na 112
semana. Ainda, aumento do numero de placa de peyer no grupo E e da expressao de

Keapl no grupo J, na 232 semana. Conclui-se que a polpa do fruto Jucara pode ser
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uma aliada na prevencdo do céancer colorretal, visto que, atua na prevencdo do
aparecimento de criptas aberrantes, na regulacdo da expresséo da proteina Keapl e
na prote¢cdo mucosa colica. Assim, abre possibilidade de utiliza-la na suplementacao
dietética, produtos e medicamentos que favorecam a prevencao do cancer colorretal.

Palavras chaves: Criptas aberrantes; Substancias fendlicas; Placa de peyer; Mucina;

via Nrf2/Keapl; Apoptose.
1. Introducéao

O cancer colorretal € a segunda causa de mortalidade no mundo, atingindo quase
900.000 mortes anualmente (Ismail, Othman, Abas, Lajis, & Naidu, 2019). No ano de
2018, apresentou 1.800.977 novos casos, tornando responsavel por cerca de 10% de

todos os novos casos de cancer (Bray et al., 2018).

O cancer colorretal surge de alteracdes genéticas causadas principalmente pelo
estresse oxidativo, nas quais resultam em modificacées da mucosa colonica normal
para lesGes pré-malignas como focos de criptas aberrantes e displasia. Essas lesdes,
podem evoluir para adenomas ou carcinomas colorretais (Benedix et al., 2011; Ge et
al.,, 2017; Guergoletto, Costabile, Flores, Garcia, & Gibson, 2016; Rouhollahi,
Moghadamtousi, Abdulla, & Mohamed, 2015; Schatzkin & Kelloff, 1995; Schulz et al.,
2017).

Dentre os casos de céncer colorretal, 90% sédo causados por adenocarcinomas
tubular, viloso ou misto (Benedix et al.,, 2011; Matthew J Munro, Agadha C
Wickremesekera, Paul F Davis, Reginald Marsh & and Tinte Itinteang, 2017; Paschke
et al.,, 2018). Quando formados, os adenocarcinomas sdo capazes de alterar a
composicdo e producdo das mucinas, que sao heterogéneos de glicoproteinas
produzidas por tecidos epiteliais e dependendo da composicdo de seus
monossacarideos, podem ser classificadas em neutras ou acidas (Boleij & Tjalsma,
2012). Ambas as mucinas desempenham um papel protetor para os tecidos epiteliais
adjacentes sob condi¢cbes fisiologicas normais. Dessa forma, alteragcbes como
diminuicdo na producéo de mucinas pelos adenocarcinomas aumentam os danos a

mucosa célica (Boleij & Tjalsma, 2012).

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

cOlica por meio da inducdo imunolégica ou de defesa contra antigenos. Para tal, as
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placas de peyer utilizam uma complexa interacdo entre células do sistema
imunologico localizadas nos foliculos linfoides e no epitélio folicular associado (Cerutti,
Chen, & Chorny, 2011).

Além da defesa natural do organismo, o consumo de alimentos ricos em antioxidantes,
como o Jucgara (Euterpe edulis Martius) pode contribuir na prevencao e tratamento do
cancer colorretal. Visto que, essas substancias presentes no fruto estao relacionadas
a reducéo do estresse oxidativo (Bulotta et al., 2011; Schulz et al., 2015) e expressao

de proteinas relacionadas com a via de apoptose (Parolin & Messias Reason, 2001).

O fruto jucara é nativo da mata atlantica brasileira e possui importante valor nutricional
(Silva Campelo Borges et al., 2011). O fruto é constituido de proteinas, agUcares,
fibras, fragc&o lipidica com alto teor de acidos graxos poli-insaturados e menor teor de
lipidios saturados e ainda, vitaminas C e E e minerais e 3-caroteno (Guergoletto et al.,
2016; Schulz et al., 2017). Além disso, o fruto jucara se destaca pelos polifendis com
acdo antioxidante, tais como antocianinas, acidos benzoicos, cafeico, clorogénico,
feralico, protocatecuico, p-cumarico, siringico, vanilico, flavonoides e saponinas
(Cardoso et al., 2015; Martins, 2016; Moreira et al., 2017; Silva Campelo Borges et al.,
2011).

Os polifendis atuam na ativagcdo do complexo proteina Keapl (Kelch-like ECH-
associated Protein 1) associada ao fator de transcricdo Nrf2 (Nuclear factor erythroid
2 [NF-E2] - nrelated factor 2). Este complexo ap6s a exposi¢ao ao estresse oxidativo,
Keapl é inativado e Nrf2 torna-se fosforilado. No nucleo Nrf2 se liga aos elementos
ARE ou EpRE, ativando a expressdo de muitos genes, como por exemplo o anti-
apoptotico Bcl-xL (Qi et al., 2017).

Contudo, Keapl pode mediar a degradacdo da proteina anti-poptética Bcl-xL, por
meio da ubiquitinacdo do complexo Keapl-Cul3-Rbx1 e aumenta e/ou ativa o fator
pré-apoptoético Bax. Apos ser ativado, Bax permite a liberacdo do citocromo c e este a
ativacdo da Caspases 3 levando a morte da célula, desempenhando assim, um papel
importante na carcinogénese colorretal (Niture & Jaiswal, 2013; Parolin & Messias
Reason, 2001).

Os polifendis também atuam na prevencao do cancer por mecanismos epigenéticos,

principalmente pela metilacdo do DNA, impedindo a modificacdo de histonas e a
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regulacédo da expressdo do miRNA (Link, Balaguer, & Goel, 2010). E ainda, a parada
do ciclo celular (Priolli et al., 2016) e efeitos inibitorios na migracao e invasividade das
células de adenocarcinoma (H. Lee, Kang, Jung, Kim, & Kim, 2011). Além disso,
reduzem a proliferacdo celular em células normais (Medina et al., 2011; Séez et al.,
2018) e também nas células cancerigenas do colon (Chatthongpisut, Schwartz, &
Yongsawatdigul, 2015; Cianciosi et al., 2020; Luna Vital, Gonzalez De Mejia, Dia, &
Loarca-Pifa, 2014; Rodrigues et al., 2019).

Diante de todas as informacgdes € notéria a importancia dos estudos em relagéo aos
beneficios do fruto jucara, visto sua rigueza em nutrientes com acao antioxidante,
atuando sobre o estresse oxidativo e apoptose no organismo. Entretanto, a literatura
apresenta um déficit em estudos sobre o efeito desses nutrientes na prevencédo e
tratamento do cancer colorretal. Visando contribuir com o entendimento histolégico e
molecular, esse estudo tem como objetivo investigar o potencial terapéutico do fruto

Jucara sobre lesfes pré-neoplasicas e neoplasicas de cancer colorretal em ratos.

2. Materiais e métodos

2.1. Modelo animal de cancer colorretal

Ratos Wistar, machos jovens, foram designados para um dos quatro grupos
experimentais: Grupo N: 11 animais controles; Grupo P: 11 animais apenas induzidos
a carcinogénese colorretal; Grupo J: 14 animais induzidos a carcinogénese colorretal
e suplementados com o suco da polpa do fruto Jucara; Grupo E: 07 animais induzidos
a carcinogénese colorretal e suplementados com extrato de substancias fendlicas do
fruto Jucara. A variacdo no niumero de animais entre 0s grupos € decorrente da morte

de alguns no decorrer do experimento.

ApOs uma semana de ambientacdo foi realizada a inducdo de carcinogénese
colorretal pelo agente quimico 1,2-dimetilhidrazina (DMH) em 32 animais. A aplicacao
do agente quimico foi realizada por via subcutanea, uma vez por semana, por um
periodo de cinco semanas, na dose final de 240mg/kg, conforme metodologia de Juca

e colaboradores (Juca, Bandeira, Carvalho, & Leal, 2014)
2.2. Polpa e extrato do fruto jucara

Para o preparo do suco e do extrato foi utilizado um lote de polpa fina (Tipo C),
(Instrucdo Normativa N° 1, DE 07 DE JANEIRO DE 2000, n.d.), organica do fruto de
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Jucara (Euterpe edulis Martius), adquirida de uma processadora de polpa de frutas da
cidade de Rio Novo do Sul, no Estado do Espirito Santo (latitude 20° 51’ 45” S,
longitude 40° 56’ 11” W).

Segundo as informagdes nutricionais do rotulo, em 100g de polpa contém 0,6 g de
carboidrato, 1,0 g de proteina, 3,0 g de fibras alimentares e 13,0 mg de sddio, 3,33 +
0,08 de Lipidios (%) e 0,82 £ 0,11 de Proteina (%). Ainda, contém 298,86 + 27,68 de
Antocianina total (mg de cianidina 3-glicosideo.100g-1); 16,06 + 1,38 Atividade
Antioxidante (umol Trolox.g-1) e 1226,39 + 21,0 de Conteudo Fendlico total (mg
AGE.100g-1) conforme a caracterizacédo fisico-quimica da polpa de Jucara realizada
por Martins (2016) (Martins, 2016).

A partir da polpa foi preparado o suco com diluicdo a 0,2% em agua e foi realizada a
extracdo das substancias fenodlicas de acordo com a metodologia de Santana e
colaboradores (2016) (Santana, Cano-Higuita, De Oliveira, & Telis, 2016).
Posteriormente quantificou-se o pigmento antocianina no extrato pelo método do pH
diferencial, de acordo com Giusti e Wrolstad (2003) (Giusti & Wrolstad, 2003). O valor
encontrado de antocianinas totais foi utilizado para o célculo de suplementacéo de
suco e extrato da polpa, seguindo a formula DxP/[], de forma que cada animal

recebesse 1mg/Kg de antocianinas totais.
2.3. Suplementacédo a base do fruto Jucara

Apds cinco semanas de inducdo a carcinogénese colorretal, iniciou-se a
suplementacdo com o suco de polpa do fruto Jucara na concentracao de 1,0 % (M/V)
e extrato de substancias fendlicas liofilizado na concentragdo de 0,2% (M/V). A
suplementacdo procedeu na forma de gavagem, trés vezes na semana, durante 17
semanas e acordo com a metodologia de Reis e colaboradores (2019) modificada
(Reis et al., 2019).

2.4. Contagem dos focos de criptas aberrantes — FCA

Apés cinco semanas de suplementagdo, quatro animais de cada grupo, exceto o
grupo E com apenas dois animais, foram eutanasiados. Seccionou o intestino grosso

e o0 reto, seguidamente abriu-os pela inser¢cdo do mesentério.
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Os intestinos coletados foram lavados em solucdo PBS e fixados em formaldeido a
10%. Em seguida, corou-se o0s intestinos em solucdo de azul de metileno a 1%.
Posterior, dois analisadores realizaram a identificagéo dos focos de criptas aberrantes
na mucosa intestinal. Para tal, utilizou microscépio éptico de luz Nikon®, em aumento
de 400X (Bird, 1987).

2.5. Caracterizacao histopatolégica

Na 232 semana de experimentacao os animais foram eutanasiados para a retirada das
lesbes acima de 0,1 centimetro em sua maior por¢cao no intestino grosso e reto. Os
tecidos coletados foram incluidos em parafina e os cortes corados com hematoxilina
e eosina. Posterior, realizou-se o diagnéstico por dois patologistas, mediante
microscopia Optica em aumento de 400X (Juca et al., 2014).

2.6. Anéalises de mucinas

Os intestinos e os adenocarcinomas coletados foram corados com alcien blue e acido
periédico-Schiff para andlises de mucinas acidas e mucinas neutras, respectivamente.
O nivel de mucina foi definido pelo calculo da porcentagem média de 10 campos

aleatérios por meio do software ImageJ® (Athaydes et al., 2019).
2.7. Imuno-histoquimica

Os cortes foram desparafinizados e reidratados. Em seguida, foram submetidos a
recuperacdo antigénica com citrato de sodio (para Bax e Caspase-3) e com
Tris+EDTA (para Nrf2, Keapl e Bcl-xL) em micro-ondas por 20 minutos.
Posteriormente, as laminas foram lavadas em 1x TRIS e as peroxidases endogenas
bloqueadas com peréxido de hidrogénio a 30% em 1x TRIS durante 20 minutos a
25°C. Logo apés, foram incubadas em solug&o de bloqueio de proteinas inespecificas
(3% de leite em po diluido em 1x TRIS) durante 60 minutos a 25°C.

Na sequéncia, as laminas foram encubadas com anticorpos primarios anti-Nrf2 (1:50,
Ab-AF0639, Affinity Biosciences), anti-Keapl (1:50, sc-514914, Santa Cruz
Biotechnology), anti-Bcl-xL (1:50, sc-8392, Santa Cruz Biotechnology), anti-BAX
(1:150, sc-7480, Santa Cruz Biotechnology) e anticorpo anti-capase-3 clivada (1:150,
Aspl75, Cel Signaling Technology , Danvers MA) durante 12 horas a 4°C. ApG0s essa
etapa, aplicou- se aos cortes o sistema de deteccdo de tecido de rato (N-Histofine —



183
184
185
186

187

188
189
190
191
192
193
194

195

196
197
198

199

200
201
202
203

204
205
206
207
208

209
210
211

88

SimpleStain Max PO Rat, 414191F, NICHIREI®) e realizou a visualizacdo da
coloracdo com 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO). A contra coloracéo
foi realizada por hematoxilina de Harris e posteriormente as laminas foram

desidratadas e montadas com Permount (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA).
2.8. Avaliacao da expresséo proteica

A avaliacdo da expressdo das proteinas foi semi-quantitativa e realizada em dois
momentos diferentes com o auxilio do microscépico 6ptico Zeiss® em aumento de
400x. As laminas foram classificadas, segundo o porcentual de células coradas: 0
(0% de células marcadas), 1 (<10%); 2 (10 < 50%) e 3 (>50% de células marcadas) e
pela intensidade de coloracéo: 0 (negativa), 1 (fraca), 2 (moderada) e 3 (forte). Ambas
pontuacgdes foram multiplicadas e o escore obtido foi utilizado para andlise estatistica
(Soini et al., 2000).

2.9. indice apoptotico

O indice apoptotico foi calculado a partir da média da contagem de 100 células em
cinco campos aleatdrios, para cada amostra. A contagem foi realizada por dois

analisadores, em microscopia Optica, aumento de 400X (Athaydes et al., 2019).
2.10. Analise de dado

Todas as variaveis passaram por analise de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk. As
variaveis das médias de focos de criptas aberrantes e de mucinas neutras foram
submetidas a analise de variancia One-way (ANOVA) para um critério, seguido pela
analise pos hoc com o teste de Tukey.

As variaveis da histopatologia de mucosa colorretal, mucinas acidas, expresséo
proteica e indice apoptético passaram pela analise de variancia Kruskall-Wallis,
seguido pela andlise p6s hoc Teste de Dumn, quando necessario. Todas as andlises
descritas anteriormente e figuras foram desenvolvidas no Software Estatistico de livre

acesso R (R Development Core Team), considerando um nivel de significancia de 5%.

A caracterizacdo histopatologica dos adenocarcinomas tubulares, passou pelo teste
de Qui-Quadrado e analisada no Software Estatistico SPSS, considerando a relacao
significante quando o valor de p<0,05.
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3. Resultados

3.1. Contagem dos Focos de Criptas Aberrantes — FCA

O grupo N ndo apresentou nenhum FCA, no entanto os grupos, P (p=0.0000), J
(p=0.0000) e E (p=(0.0053) demostraram aumento significativo de focos com nimero
igual ou menor de trés criptas (FCA < 3) em comparagao ao niumero de focos com

mais de trés criptas (FCA >3) (Figura 1).

Os resultados também mostraram a redugédo no numero de focos com mais de trés
criptas (FCA >3) no grupo J quando comparado ao grupo P (p=0.0088) e ao grupo E
(p=0.0170). Também € possivel observar reducao significativa no numero de focos
totais de criptas aberrantes no grupo J em comparacéo ao grupo P (p=0.0068) e ao
grupo E (p=0.0208).

Houve reducéo percentual no grupo J de 40.21% de focos <3 de criptas aberrantes e
de 64.02% de focos >3 de criptas aberrantes e ainda de 50.06% de focos totais de
criptas aberrantes comparado ao grupo P. Além disso, houve a diminui¢do de 25.59%
de focos <3 de criptas aberrantes, 21.34% de focos >3 de criptas aberrantes e 24.28%
de focos totais de criptas aberrantes no grupo E do grupo P.
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Figura 1. Média de focos de criptas aberrantes encontrados em mucosa
colorretal. N: animais controles; P: animais apenas induzidos a carcinogénese
colorretal; J: animais induzidos a carcinogénese colorretal e suplementados com o
suco da polpa do fruto Jucara; E: animais induzidos a carcinogénese colorretal e
suplementados com extrato do fruto Jucara.*o numero de focos < 3 de criptas
aberrantes diferem significativamente do niumero de focos >3 de criptas aberrantes
entre o grupo. As meédias com letras diferentes diferem entre si e médias com letras

iguais ndo diferem entre si.

3.2. Caracterizacdo histopatoldgica

Ao analisar as mucosas colorretais, foi observado aumento significativo de placa de
peyer no grupo E em comparacdo aos grupos N (p=0.0002), P (p=0.0036) e J
(p=0.0194), na 232 semana de experimento. Ainda, os resultados mostraram
diminuicao significativa do niumero de placa de peyer da 112 semana para a 232

semana no grupo P (p=0.0209) (Figura 2).
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Figura 2. Andlise de placas de peyer em mucosa colorretal. M1 - 112 semana de
experimento e M2 - 232 semana de experimento. N: animais controles; P: animais
apenas induzidos a carcinogénese colorretal; J: animais induzidos a carcinogénese
colorretal e suplementados com o suco da polpa do fruto Jugara; E: animais induzidos
a carcinogénese colorretal e suplementados com extrato do fruto Jucara. * Diferenca
significativa das placas de peyer no grupo de M1 para M2. As médias com letras

diferentes diferem entre si e médias com letras iguais ndo diferem entre si.

Na andlise do numero de lesGes dos animais estudados, observou-se 39 lesées no
grupo P, com o minimo de quatro e 0 maximo de nove lesGes por animal (média de
5,5 lesdes). No Grupo J foram encontradas 42 lesdes, com no minimo duas e no
maximo seis (média de 8,4 lesdes). No grupo E foram encontradas 29 lesdes, com no

minimo de seis lesdes por animal e maximo de oito (média de 7,25 lesdes).

Dentre as lesGes, encontrou-se displasia, adenocarcinoma tubular e carcinoma em
anel de sinete. O resultado demostrou presen¢ca de adenocarcinoma tubular nos

grupos P, J e E (Figura 3).
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Figura 3. Andlises de lesdes em mucosa colorretal na 23% semana de
experimento. N: animais controles; P: animais apenas induzidos a carcinogénese
colorretal; J: animais induzidos a carcinogénese colorretal e suplementados com o
suco da polpa do fruto Jucara; E: animais induzidos a carcinogénese colorretal e
suplementados com extrato do fruto Jucara. As médias com letras diferentes diferem

entre si e médias com letras iguais ndo diferem entre si.

Em relacdo as caracteristicas histopatolégicas de adenocarcinoma tubular, em um
primeiro momento os grupos P, J e E apresentaram diferenca significante apenas para
inflamacéo (p<0,011) pelo teste Qui- Quadrado. Entretanto, apds ajuste de Bonferroni,
ao realizar a comparacao par a par entre os grupos, nao foi observada a diferenca

entre os grupos (Tabela 1).
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caracteristicas

histopatologicas de adenocarcinoma tubular colorretal de ratos induzidos a

carcinogénese colorretal (grupo P, J e E).

Adenocarcinoma Tubular Colorretal

Grupo P Grupo J Grupo E

n % N % n % Valor de p
Inflamacéo
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 18,75 4 25 1 11,11 0,210
Brando 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
Invasdo Submucosa
Ausente 2 12,5 3 18,75 4 44,44 0,086
Presente 14 87,5 13 81,25 5 55,55
Invaséo 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 Diferenciag¢éo
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 (correcdo por Bonferroni: p=0,017)
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3.3. Analises de mucinas

O resultado de mucinas por porcentagem média de area corada (Figura 4) demostrou
que o grupo E apresentou diminui¢do do percentual de mucinas neutras em relagao
ao grupo N (p=0.0073534), apds 23 semanas de experimento (figura 4a). Também é
possivel verificar aumento significativo no percentual de mucinas acidas no grupo E
em comparacao ao grupo N (p=0.0439) na 112 semana. Além disso, nota-se aumento
no percentual de mucinas &cidas no grupo N em comparacao aos grupos (p=0.0336),
J (p=0.0002) e E (p=0.0301) na 232 semana de experimento (figura 4b).
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Figura 4. Anélise de mucinas por porcentagem meédia de area corada. M1 - 112
semana de experimento e M2 - 232 semana de experimento. N: animais controles; P:
animais apenas induzidos a carcinogénese colorretal; J: animais induzidos a
carcinogénese colorretal e suplementados com o suco da polpa do fruto Jucara; E:
animais induzidos a carcinogénese colorretal e suplementados com extrato do fruto
Jucara. a) Andlise de mucinas neutras por porcentagem média de area corada. b)
Andlise de mucinas acidas por porcentagem média de area corada. * diferenca
significativa no percentual de mucinas no grupo de M1 para M2. As médias com letras

diferentes diferem entre si e médias com letras iguais néo diferem entre si.
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3.4. Analise da expresséao proteica e indice apoptotico

O resultado da analise de expressao das proteinas Nrf2 e Bax ndo demostraram
diferenca significativa entre os grupos estudados (p>0,05) (Figura 5a e 5d). Contudo,
a proteina Keapl apresentou menor expresdo no grupo E em comparacgdo ao grupo
P (P=0,0407) na 112 semana de experimento. Na 232 semana foi observado o
aumento da expresdao no grupo J em comparacao aos grupos N (P=0,0011), P
(P=0,0070) e E (P=0,0007) (Figura 5b). Além disso, houve aumento entre a 112

semana para a 232 semana no grupos J (P=0,0183).

Quanto a proteina Bcl-xL, nossos resultados mostram aumento de expressao no grupo
P (P=0,0040) e J (P=0,0051) em comparacéo ao grupo N (Figura 5c). E ainda maior
expresao da proteina no grupo E em comparacdo aos grupos N (P=0,0001), P
(P=0,080) e J (P=0,0312). Também mostrou aumento da 112 semana para a 232

semana no grupos E (P=0.0416).

Em relacdo ao indice apoptotico que foi analisado por Caspase-3 clivada, observou-
se maior indice nos grupos P (p=0,0002), J (p=0.0001) e E (p=0,0002) em comparacao
com o grupo N na 232 semana de experimento (Figura 5e). Ainda foi possivel observar
maior indice apoptoético entre a 112 semana para a 232 semana, nos grupos P
(p=0.0097), J (p=0.0105) e E (p=0.0079).
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Figura 5. Andlise da expressao da proteina e indice apoptotico. Coluna cor cinza
escuro: M1 - 112 semana de experimento. Coluna cor cinza claro: M2- 232 semana de
experimento. N: animais controles; P: animais apenas induzidos a carcinogénese
colorretal; J: animais induzidos a carcinogénese colorretal e suplementados com o
suco da polpa do fruto Jucara; E: animais induzidos & carcinogénese colorretal e
suplementados com extrato do fruto Jucara. a) Expressao proteica de Nrf2; b)
Expressao proteica de Keapl; c) Expressao proteica de Bcl-xL; d) Expressao proteica
de Bax; e) indice apoptético por Caspase 3 clivada. As médias sem letras néo diferem
entre si). * Diferenca significativa da expressao proteica ou indice apoptético no grupo
de M1 para M2. As médias com letras diferentes diferem entre si e médias com letras
iguais ndo diferem entre si.
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4. Discussao

J& é consagrado na literatura que os tumores malignos intestinais tém inicio a partir
de lesbBes pré-malignas (Vogelstein et al., 1988) e as criptas aberrantes séo
consideradas lesdes iniciais no coldn intestinal com indicativo de risco para a

carcinogénese (Ogata, Greca, Luz, loshii, & Tomasich, 2010).

Nossos resultados mostraram a inibicdo de mais de 50% dos FCA pela
suplementacéo do suco da polpa do fruto Jugcara com uma diminuicdo de 64.02%
do numero de focos >3 criptas. O suco do Jucara € um alimento rico em fibras,
vitaminas e compostos antioxidantes. Este resultado é compativel com a ideia da
presenca dos biocompostos protetores ou bioativos antioxidantes, anti-inflamatérios
e antitumorais encontrados nesse tipo de fruto que atuam em sinergismo para

promover a fitoprotecédo (Schulz et al., 2015).

Reis e colaboradores (2019) também demostram o efeito protetor do suco do fruto
jucara, no estagio de iniciacdo da carcinogénese no colon de ratos Wistar induzidos
por DMH. Apés 14 semanas de suplementacdo com intervalos de 2 dias e na forma
de ad libitum do suco do fruto jucara na concentracdo de 0,3%, foi observada
reducado de 25% dos FCA (Reis et al., 2019).

Corroborando com nossos achados, Romualdo e colaboradores (2015) também
verificaram diminuicdo de FCA em camundongos induzidos a carcinogénese de
célon por azoximetano. Nesse estudo, 0os animais foram suplementados com 5% de
polpa de acai amazodnico em p6 na alimentacao por 14 semanas (Romualdo et al.,
2015) . Nossos experimentos promoveram reducdo de 50% nos focos de criptas
aberrantes com uso de suplementagcdo de suco de polpa de Jucgara por seis

semanas em uma concentragado de 1%.

Em relacdo a analise histopatologica do intestino, nosso estudo observou uma
diminuicdo do numero de placas de peyer da 112 para a 232 semana de experimento
no grupo sem indugcdo e suplementacdo, fato relacionado a fisiologia normal do
intestino (Cerutti et al., 2011). Além disso, foi evidenciado um aumento do numero de
placas de peyer no grupo E avaliado na 232 semana de experimento, indicando uma

possivel acdo das substancias fendlicas presentes no extrato na mucosa intestinal.
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Nossos achados estdo de acordo com os de Bernuy-Osorio e colaboradores (2018)
gue verificaram um aumento no numero de placa de payer em ratos suplementados
com quinoa, grao rico em flavonoides e acidos fendlicos. O artigo atribuiu a presenca
das placas de peyer a uma possivel acdo protetora das mucosas (Bernuy-Osorio,

Riveros-Lizana, Villanueva-Espinoza, Suarez-Cunza, & Vilchez-Perales, 2018).

Ainda em referéncia aos resultados histopatolégicos dos intestinos, as lesdes
encontradas foram displasia, adenocarcinomas tubulares e carcinomas de anel em
sinete, mostrando a eficacia do protocolo de inducdo por DMH. Dentre as lesdes
apresentadas houve diferenca significativa entre grupos induzidos e nao induzidos ao
CCR quanto ao aparecimento do adenocarcinoma tubular. Segundo Juca e
colaboradores (2005), os adenocarcinomas bem diferenciados sdo os mais comuns
em ratos com CCR induzido por DMH (Juca et al., 2014).

Quanto ao estudo de mucinas, nossos resultados mostraram reducdo de mucinas
neutras na 232 semana no grupo suplementado com extrato. Também foi possivel
observar um aumento de mucinas acidas no grupo suplementado com extrato na 112
semana de experimento e posterior diminuicdo nos ratos induzidos a carcinogénese
na 232 semana. E ainda, um aumento de mucinas acidas da 112 para 232 semana no

grupo N, fato descrito como relacionado a idade (L6pez-Ferrer, Barranco, & de, 2001).

A diminuicdo de mucinas neutras, representa uma regulacdo negativa pelos
compostos fendlicos, visto que a diminui¢cdo da producdo de mucinas permite maior
contato dos compostos carcinogénicos e das bactérias intestinais com os colonécitos,
contribuindo para o desenvolvimento do processo inflamatério e acelerando o
desenvolvimento do CCR (Boleij & Tjalsma, 2012).

Ja o aumento de mucinas acidas encontrado na 112 semana s&o consistentes com a
pesquisa in vitro de Volstatova e colaboradores (2019), que demonstraram a
capacidade dos polifendis de modularem a expressao da mucina, levando a um
aumento da mesma (Volstatova et al., 2019). Estudos tém relatado a atividade
antioxidantes no aumento do conteudo de mucinas no epitélio a fim de reduzir danos
a mucosa colica, causados pelas espécies reativas de oxigénio (Pereira et al., 2013).
E a diminuicdo das mucinas acidas apresentadas em nossa analise, pode ser

justificado pelo préprio estimulo carcinogénico fornecido aos animais, tendo em vista
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que CCR reduz a producdo das mucinas e altera a composicdo das mesmas,

produzindo mucinas menos glicosiladas (Boleij & Tjalsma, 2012).

Com referéncia a analise da expressao proteica, ao avaliar a proteina Keapl nosso
resultado mostrou aumento da expressédo de Keapl no grupo J na 232 semana de
experimento. Oliveira e colaboradores (2019) também verificaram aumento Keapl nos
niveis sericos de pacientes com diabetes mellitus tipo 2. Nesta pesquisa, 0s pacientes
foram submetidos a ingestdo diaria de 10 ml de suco de kiwi dourado, rico em
antioxidantes, durante nove meses (Oliveira, Camargo, & Oliveira, 2019). Assim, o
aumento de keapl encontrado em nosso trabalho é favoravel, visto que, a proteina
Keapl pode mediar a degradacao da proteina anti-poptotica Bel-xL e aumenta a pro-

apoptotica Bax e consequentemente Caspase 3 levando a morte celular.

Contudo, observarmos que o aumento da expressao da proteina keapl pelo suco da
polpa do fruto jucara nao interferiu na via de apoptose, apresentando padrdo de
expressdo diferentes entre as proteinas. Logo, sugerimos que a intensidade de
expressao relatada em nossa pesquisa nédo foi suficiente para mediar a expressao de

Bax.

Nossa pesquisa também mostrou aumento da expressao da proteina Bcl-xL nos
grupos induzidos a carcinogénese colorretal em comparacdo ao grupo nao induzido.
Entre os grupos induzidos a carcinogénese, 0 grupo suplementado com extrato
apresentou maior expressao da proteina de Bcl-xL. A literatura descreve a expressao
aumentada desta proteina em uma variedade de canceres. Estudos encontraram
maior expressado da proteina BCL-xL em adenocarcinomas de cancer colorretal do

gue nos tecidos ndo tumorais (S. W. Lee et al., 2012).

Qin e colaboradores (2014) ao analisar o efeito de a polifendis de canela em células
de glioma C6 de ratos, encontraram regulacéo positiva da diminuicdo dos niveis de
proteina Bcl-xL (Qin, Panickar, & Anderson, 2014). Estudo em células MDA-MB-231
de cancer de mama expostas a curcumina, substancia com propriedades
antioxidantes, também apresentou diminui¢cdo da expresséo de Bcl-xL (Quispe-Soto
& Calaf, 2016). Entretanto, nosso resultado mostrou maior expressao da proteina Bcl-
XL no grupo suplementado com extrato de substéancias fendlicas na presenca de
tumores ja desenvolvido, ou seja, houve regulacdo negativa da proteina, ajudando no

desenvolvimento tumoral.
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No que concerne ao indice apoptotico determinado pela expressdo da proteina
Caspase-3 clivada, ndo foi observada alteracdo na 112 semana em nenhum dos
grupos. Ao analisar os mesmos grupos na 232 semana, observou-se o aumento do
indice apopt6tico apenas nos grupos induzidos a carcinogénese colorretal (P, J, E).
Ainda, ndo houve diferenca entre grupo suplementado e ndo suplementado pelo fruto

jucara.

Pesquisas realizadas em adenomas (Zhao et al., 2018), bem como em carcinomas
colorretais, também encontraram maior expressdo de Caspase-3 em comparacao
com a mucosa colbnica ndo neoplasica (Leonardos, Butler, Hewett, Zalewski, &
Cowled, 1999). Além disso, Yao e colaboradores (2018) associaram o aumento da
expressdo de Caspase-3 a um considerado um marcador de prognéstico negativo
para pacientes com cancer colorretal (Yao et al., 2018). Isto posto, nosso resultado
vai de encontro com os autores citados anteriormente e demostra que o aumento de

capasse 3 encontrado em nosso estudo é decorrente do desenvolvimento do CCR.
5. Concluséo

Diante dos resultados obtidos, o suco da polpa do fruto Jucara apresenta acéo
protetora na fase inicial do desenvolvimento de céancer colorretal e também na
presenca de neoplasias ja instaladas. Além disso, tanto a polpa como o extrato
promoveram a prote¢cdo mucosa colica, ao atuar sobre nimero de placa de peyer e
mucinas acidas. Assim, a polpa do fruto Jucara pode ser uma aliada na prevencao do
cancer colorretal, abrindo possibilidade de utilizd-la na suplementacdo dietética,
produtos e medicamentos que favorecam a prevencdo e tratamento do cancer

colorretal.
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7 CONCLUSAO

Mediante andlise dos resultados foi possivel inferir que o fruto jucara aumenta a
sobrevida das células cancerigenas in vitro, visto a inibicdo dos genes Keapl, Bax e
Caspase 3, tanto pelo extrato como pela polpa. O fruto jucara também afeta
significativamente o consumo alimentar e o ganho de peso corporal. Ainda, apresenta
efeitos negativos sobre a albumina sérica e marcadores bioquimicos hepéticos como

alanina aminotransferase e lipoproteina de baixa densidade.

Entretanto, suco da polpa do fruto Jucara apresenta acéo protetora na fase inicial do
desenvolvimento de cancer colorretal in vivo, atuando na prevencao do aparecimento
de criptas aberrantes e na regulacdo dos niveis de aspartato aminotrasferase, bem
como na protecdo da mucosa célica. Além disso, observamos nao haver dosagens
estabelecidas para esse produto, e principalmente quando relacionado a pacientes
com cancer colorretal, sendo relevante avaliarmos dosagem e tempo de exposi¢cao

das células e de suplementacéo.

Assim, nossos resultados abrem uma discussdo acerca do uso de alimentos
funcionais no desenvolvimento tumoral e como a interacéo de diversos componentes
presentes nestes alimentos podem atuar em sinergismo para alterar todo o processo

de tumorigénese colorretal.
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