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RESUMO

Substéncias antioxidantes podem proteger contra o desenvolvimento do cancer colorretal,
reduzindo focos de criptas aberrantes (FCA) e o desenvolvimento neoplésico. O fruto da
palmeira jucara possui considerdveis niveis de compostos antioxidantes, como as
antocianinas. Desta forma, objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacdo com produtos
a base da polpa do fruto jucara sobre os FCA, bem como o desenvolvimento e
caracteristicas histopatoldgicas de neoplasias colorretais em modelo in vivo de
carcinogénese colorretal. Assim, a inducdo carcinogénica colorretal ocorreu com 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) em 31 ratos distribuidos em trés grupos: Grupo controle positivo
(DMH+/Jucara-); Grupo suplementado com polpa do fruto jucara (DMH+/Jucara+);
Grupo suplementado com extrato do fruto jucara (DMH-+/Jucara Extract). Outros 10 ratos
foram mantidos como controle negativo (DMH-/Jugara-). O suco e extrato liofilizado
reconstituido da polpa do fruto jucara, na propor¢do 1:10 equivalente a 0,210708 mg/mL
de cianidina-3-glicosideo, foram disponibilizados trés vezes por semana, por gavagem,
durante 18 semanas, considerando 1 mg/Kg de cianidina-3-glicosideo. Na 10? semana
foram avaliados os FCA. Na 23? semana foram analisadas as lesdes macroscopicas acima
de 0,1 cm em sua maior por¢do em mucosa intestinal, por meio da histopatologia. Houve
reducdo significativa no numero total de FCA (p = 0,0151) e no nimero de FCA com
mais de 3 criptas (p=0,0049) no grupo DMH+/Jucara+ quando comparado ao grupo
DMH+/Jucara-. O percentual de reducdo dos FCA total foi de 50,12% no grupo
DMH+/Jucara+, e 23,23% no grupo DMH+/JucaraExtract. Quanto aos FCA > 3, a
reducdo foi de 64,02% no grupo DMH+/Jucara+ e de 21,34% no grupo
DMH+/JucaraExtract. Lesdes benignas predominaram nos grupos induzidos a
carcinogénese colorretal e ndo foram dependentes da suplementacdo com produto a base
da polpa do fruto jucara. Foram observados adenocarcinoma tubular colorretal, esse com
o0 desenvolvimento reduzido com a suplementacdo com produtos a base da polpa do fruto
jucara (principalmente com o extrato liofilizado); e o adenocarcinoma anel em sinete,
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com desenvolvimento favorecido pelos produtos oriundos da polpa de jucara. A
inflamac&o no microambiente tumoral sofreu influéncia da suplementagdo com produtos
a base da polpa do fruto jucara, com destaque para a diminuicdo de inflamacao intensa e
ganho no abrandamento da inflamacéo no grupo DMH+/Jucara+. Os produtos a base da
polpa do fruto jucara influenciaram a dindmica da tumorigénese colorretal, promovendo,
principalmente, a reducdo dos focos de criptas aberrantes com o0 uso do suco da polpa.
Além disso, foram capazes de reduzir o aparecimento de adenocarcinoma tubular
colorretal e a intensidade da inflamag¢&o no microambiente tumoral, porém, favorecendo
0 surgimento de adenocarcinoma anel em sinete.

Palavras-chave:  biocompostos, antioxidantes, carcinogénese  experimental,
tumorigénese colorretal.

ABSTRACT

Antioxidant substances can protect against the development of colorectal cancer by
reducing of the aberrant foci crypts (AFC) and neoplasm development. The fruit of the
jucara palm has considerable levels of antioxidant compounds, such as anthocyanins.
Thus, the objective was to evaluate the effects of supplementation with products based
on jucara fruit pulp on AFC, as well as the development and histopathological
characteristics of colorectal neoplasms in an in vivo model of colorectal carcinogenesis.
Thus, colorectal carcinogenic induction occurred with 1,2-dimethylhydrazine (DMH) in
31 rats distributed in three groups: Positive control group (DMH+/Jugara-); Group
supplemented with jucara fruit pulp (DMH+/Jucara+); Group supplemented with jucara
fruit extract (DMH+/Jugara Extract). Another 10 rats were maintained as negative control
(DMH-/Jucara-). The juice and lyophilized extract reconstituted from the pulp of the
jucara fruit, in the proportion 1:10 equivalent to 0.10708 mg/mL of cyanidine-3-
glycoside, were made available three times a week by gavage for 18 weeks, considering
1 mg/kg of cyanidine-3-glycoside. In the 10th week, the AFC were evaluated. In the 23rd
week, macroscopic lesions above 0.1 cm in their largest intestinal mucosa were analyzed
through histopathology. There was a significant reduction in the total number of AFC (p
= 0.0151) and in the number of AFC with more than 3 crypts (p = 0.0049) in the
DMH+/Jucara+ group when compared to the DMH+/Jucara- group. The percentage of
total AFC reduction was 50.12% in the DMH+/Jucara+ group, and 23.23% in the
DMH+/JugaraExtract group. Regarding AFC > 3, the reduction was 64.02% in the
DMH+/Jucara+ group and 21.34% in the DMH+/JucaraExtract group. Benign lesions
predominated in the groups induced by colorectal carcinogenesis and were not dependent
on supplementation with a product based on the pulp of the jucara fruit. Colorectal tubular
adenocarcinoma was observed, with reduced development with supplementation with
products based on the pulp of the jucara fruit (mainly with lyophilized extract); and signet
ring cell carcinoma of the colon, with development favored by products derived from
jucara pulp. Inflammation in the tumor microenvironment was influenced by
supplementation with products based on the pulp of the jucara fruit, with emphasis on the
reduction of intense inflammation and gain in the relaxation of inflammation in the
DMH+/Jugara+ group. The products based on the pulp of the jugara fruit influenced the
dynamics of colorectal tumorigenesis, mainly promoting the reduction of AFC with the
use of pulp juice. In addition, they were able to reduce the appearance of colorectal tubular
adenocarcinoma and the intensity of inflammation in the tumor microenvironment,
however, favoring the appearance of signet ring cell carcinoma of the colon.

Keywords: biocompounds, antioxidants, experimental carcinogenesis, colorectal
tumorigenesis.
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1 INTRODUCAO

A Euterpe edulis Martius (acai jucara) é uma palmeira nativa da Mata Atlantica,
encontrada nos remanescentes desta floresta desde o Rio Grande do Sul até o sul da Bahia,
e também no Paraguai e na Argentina (SILVA et al., 2004; LIMA et al., 2008), que produz
pequenos frutos com alto valor energético e consideraveis niveis de compostos fenolicos,
como as antocianinas, que sdo importantes devido sua atividade antioxidante
(BATAGLION et al., 2014). Estudos mostraram que amostras de agai jugara provenientes
de Santa Catarina apresentram quatro vezes mais antocianinas em comparacdo ao
acaizeiro amazonico (Euterpe oleracea Martius) (laderoza et al., 1992; Schultz, 2008).

Além da capacidade antioxidante, as antocianinas podem promover Vvarios
beneficios a salde devido suas a¢des anti-inflamatdria, vasodilatadora e antimicrobiana
(FREGONESI et al., 2010; PATRAS et al., 2010; TSUDA, 2012). Segundo Moraes e
colaboradores (2019), as antocianinas atuam no tecido tumoral intestinal suprimindo a
proliferacdo de células epiteliais anormais, induzindo a apoptose mediada por
mitocdndrias e inibindo a invasdo e metéstase tumoral. Ainda, a suplementagdo com
polpa do fruto jucara foi capaz de reduzir lesdes colorretais pré neoplasicas e aumentar a
presenca de superoxido dismutase nessas mesmas lesdes em modelo experimental de
cancer colorretal (REIS et al., 2020). Além disso, pesquisas com extratos de acai
amazonico encontraram resultados expressivos na reducdo da progressdo tumoral
(FRAGOSO et al., 2013; CHOI et al., 2017).

O processo de tumorigénese colorretal é iniciado por mutacBes genémicas na
mucosa intestinal que culminam com alteracdes morfoldgicas nas criptas de Lieberkiihn
caracterizadas por aberturas terminais anormais, tamanho maior que as criptas adjacentes
e espessamento epitelial com células proeminentes, as quais sdo denominadas focos de
criptas aberrantes (FCA) (CHENG & LAI, 2003). Em seguida, ocorre uma sucessao de
mutacdes adicionais com a progressao eventual de um pequeno subconjunto de adenomas
convencionais para carcinoma, com estadios intermediarios mostrando graus crescentes
de displasia, consequentemente evoluindo para carcinoma in situ (SNOVER, 2011).

O céncer colorretal é a neoplasia que acomete a porcdo final do sistema
gastrointestinal e em 2020 foi considerado, mundialmente, como o segundo tipo de cancer
gue mais mata - estimando-se um milh&o de mortes - e o terceiro mais diagnosticado,
obtendo-se cerca de dois milhdes de novos casos notificados (IARC, 2021). No Brasil, é
0 terceiro tipo de cancer mais prevalente em ambos 0s sexos, com taxas de incidéncia e

mortalidade de 19,4 e 9, respectivamente. Além disso, ocorrera, para cada ano do triénio
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de 2020-2022, 20.540 casos em homens e 20.470 em mulheres, significando 19,64 novos
casos a cada 100.000 homens e 19,03 para cada 100.000 mulheres, e 20.578 o6bitos
(INCA, 2019; IARC, 2021).

Dada as evidéncias da atividade sobre o desenvolvimento tumoral em céncer
colorretal que possui o fruto da palmeira jucara, rico em compostos fendlicos como a
antocianina, bem como a morbimortalidade desse neoplasma e seu impacto sobre a satde
publica, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos da suplementacdo com produtos a
base da polpa do fruto jucara sobre os FCA, bem como o desenvolvimento e
caracteristicas histopatoldgicas de neoplasias colorretais em modelo in vivo de

carcinogénese colorretal.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 ASPECTOS ETICOS

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

Federal do Espirito Santo de acordo com o protocolo 043/2014.

2.2 POLPA DE ACAI JUCARA, EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE
COMPOSTOS FENOLICOS

Utilizou-se um Unico lote de polpa de acai jucara, isenta de corantes artificiais e
conservantes, adquirido de um produtor da regido Sul do Estado do Espirito Santo
(20°48'30"S and 41°00'00"W). As polpas foram armazenadas em freezer -20°C,
hermeticamente condicionadas ao abrigo da luz. A extracdo, quantificacdo e liofilizacao
de compostos fendlicos presente na polpa utilizou protocolos preconizados pelo
Laboratorio de Analises Quimicas de Alimentos, do Centro de Ciéncias Agrarias e
Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo.

A extragdo e quantificacdo dos compostos fendlicos e antocianinas ocorreram de
acordo com a metodologia adaptada de Francis (1982). Para a extracdo, 20g de polpa do
acai jucara foram diluidos em 200mL de alcool de cereais 70% e ajustado o pH para 2,5
com &cido citrico. A solugdo foi hermeticamente acondicionada ao abrigo da luz e

oxigénio atmosférico a 4°C por duas horas, sendo em seguida filtrada, concentrada em
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rotoevaporador, liofilizada e armazenada ao abrigo da luz a 4°C até sua utilizacdo.

A quantificagdo das antocianinas foi realizada por meio do método de pH
diferencial em espectrofotometro utilizando dois tampdes diferentes, o Tampéo de
Cloreto de Potassio 0,025 M (pH 1,0) e o Tampdo de Acetato de Sodio 0,4 M (pH 4,5).
O extrato de antocianina foi diluido em cada tampé&o nas proporcées 1:10 e 1:25 e as
absorbéancias obtidas por espectrofotometria nos comprimentos de onda de 510 nm e 700
nm.

Os resultados de antocianina total foi expresso em miligrama de cianidina-3-
glicosideo por grama de polpa, considerando massa molar de 449,2 g.mol e absorvidade
molar de 26900 L.mol™t.cm™. A partir do resultado das quantificacdes, determinou-se
107,08 mg de cianidina-3-glicosideo por grama de polpa.

2.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O experimento utilizou 41 ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, machos
jovens, pesando em média 181+35 gramas no inicio do experimento, mantidos em grupos
de cinco a seis animais por gaiola em sala com temperatura controlada entre 21° e 24°C,
umidade relativa do ar entre 45 e 55% e ciclo luz escuriddo de 12 horas. Os animais
receberam racdo comercial para a espécie e agua ad libitum.

A inducdo a carcinogénese colorretal com o agente quimico 1,2-dimetilhidrazina
(DMH) foi realizada em 31 animais e 10 animais foram mantidos como grupo controle
negativo (intestino normal). A inducdo ocorreu conforme metodologia modificada por
Larangeira e colaboradores (1998) baseada no estudo de Nauss e colaboradores (1984).
Neste, o DMH foi dissolvido em NaCl 0,9% contendo como veiculo 1,5% de EDTA, em
pH final de 6,5 que foi atingido com o uso de solugdo de NaOH 1N quando necessario.
A aplicacdo do agente quimico foi realizada por via subcutanea, semanalente, durante
cinco semanas, na dose final de 240 mg/kg.

Apols uma semana da ultima aplicacdo de DMH, os ratos foram aleatoriamente
distribuidos em quatro grupos, a saber: Grupo controle negativo (DMH-/Jucara-) = 10
animais; Grupo controle positivo (DMH+/Jugara-) = 11 animais; Grupo suplementado
com polpa do fruto jucara (DMH+/Jugara+) = 11 animais; Grupo suplementado com
extrato do fruto jucara (DMH+/Jucara Extract) = 9 animais.

Os produtos do fruto jucara (suco da polpa e extrato liofilizado reconstituido)
foram imediatamente disponibilizados apds a separagdo dos grupos experimentais, trés

VeZes por semana, por gavagem, até completarem as 23 semanas. O suco e o extrato foram
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preparados na proporc¢do 1:10, equivalente a 0,20708 mg/mL de cianidina-3-glicosideo.
Para a suplementacdo, considerou-se a ingestdo de 1 mg/Kg de cianidina-3-glicosideo.

Na 102 semana (cinco semanas de inducdo e cinco de suplementacédo), dois ratos
do grupo DMH+/Jucara Extract e quatro ratos de cada um dos demais grupos foram
eutanasiados para contagem dos focos de criptas aberrantes. O intestino grosso e reto
foram separados do bloco intestinal e abertos pela insercdo do mesentério, seguida da
retirada do conteido fecal e lavagem em solugdo PBS para fixacdo em formalina
tamponada 10%. Em seguida, corou-se os intestinos em solucdo azul de metileno 1%, e
analise por dois observadores previamente treinados para identificacdo dos focos de
criptas aberrantes na mucosa intestinal, sob microscopia Optica em aumento de 400X
(BIRD, 1987). Apos andlise, obteve FCA total e a categorizagdo em FCA com menos de
trés criptas (< 3 criptas) e FCA com mais de trés criptas (> 3 criptas), de acordo com
Henriques (2009), seguido do calculo do percentual de reducdo.

Na 23% semana todos os demais ratos de cada grupo foram eutanasiados para
andlise das lesbes macroscopicas em mucosa intestinal. Nesse momento, o intestino
grosso e reto foram retirados do bloco intestinal e abertos pela inser¢cdo do mesentério
para remocdo das lesbes acima de 0,1 cm em sua maior por¢do. As amostras teciduais
coletadas foram fixadas em formalina tamponada 10% e submetidos ao processamento
rotineiro de inclusdo em parafina, e cortes histologicos de 3um de espessura foram
dispostos em laminas histologicas coradas com hematoxilina-eosina.

As amostras dos grupos experimentais foram diagnosticadas de acordo com Perse
e Cerar (2011). Nas amostras pertencentes aos Grupos DMH+/Jucara-, DMH+/Jucara+ e
DMH+/JucaraExtract foram avaliadas as seguintes caracteristicas histopatoldgicas:
processo inflamatorio (tipo e intensidade), pleomorfismo celular (intensidade), figuras de
mitose (ausente, <3/campo, >3/campo), invasdo de submucosa (auséncia ou presenca),
invasdo perineural (auséncia ou presenca), invasao linfatica (auséncia ou presenca),
invasdo sanguinea (auséncia ou presenca), desmoplasia (auséncia ou presenca), debris

glandulares (auséncia ou presenca), necrose (auséncia ou presenca).

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos com o estudo foram tabulados e submetidos a analise estatistica
no programa GraphPad Prism 7.00 (Versdo Demo). Para a analise do efeito dos produtos
da polpa do fruto jucara sobre os focos de criptas aberrantes considerou-se como padréo

para comparacdo o grupo controle positivo (DMH+/Jucara-), utilizando o Teste t para
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amostras ndo pareadas (p = 0,05). A analise para os focos agrupados de acordo com a
quantidade de criptas foi realizada a partir do Teste t mdltiplo (p = 0,05), também
considerando como padrdo de comparagdo o grupo controle positivo. O percentual médio
de reducéo foi apresentado de forma descritiva.

O ndmero de lesdes em mucosa colorretal as 23 semanas de experimento foi
analisado pelo teste ANOVA para um fator (p = 0,05). Os diagnosticos microscépicos e
as caracteristicas microscopicas (para neoplasmas) das lesdes foram analisados quanto a
dependéncia do tipo de produto da polpa do fruto jucara utilizando o Teste G com

correcdo de Williams (p = 0,05).

3 RESULTADOS
3.1 FOCOS DE CRIPTAS ABERRANTES

O grupo controle positivo (DMH+/Jucara-), o grupo suplementado com polpa do
fruto jucara (DMH+/Jucara+) e 0 que recebeu o extrato do fruto jucara (DMH+/Jucara
Extract) foram comparados quanto a quantidade de focos criptas aberrantes (FCA).
(Figura 1A). Também houve redugdo significativa no numero de focos com mais de 3
criptas no grupo DMH+/Jucara+ em relacdo ao grupo controle positivo (p=0,0049)
(Figura 1B).
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Figura 1. Numero de Focos de Criptas Aberrantes (FCA) em modelo experimental de carcinogénese
colorretal suplementados com produtos a base da polpa do fruto jucara. A) FCA total. B) FCA
categorizado em menos de trés criptas (FCA < 3) e mais de trés criptas (FCA> 3). C) Fotomicrografia de
mucosa colorretal de rato submetido a carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina corada com azul de
metileno e evidenciacdo de focos de FCA < 3 (seta). D) Fotomicrografia de mucosa colorretal de rato
submetido & carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina corada com azul de metileno e evidenciagéo de
focos de FCA >3 (cabega seta). Note a redugdo no niimero de FCA total *p = 0,0151) e FCA >3 #p =
0,0049 no grupo DMH+/Jugara+ quando comparado com o grupo controle positivo (DMH+/Jucara-).

FCA TOTAIS
300 >

Focos de Criptas Aberrantes

FCA CATEGORIZADOS
200+
1753
150
1253
1003
753
50

Focos de Criptas Aberrantes

254

FCA <3 FCA>3

E DMH+/Jugara- W DMH+/Jugara+
B DMH+/Jugara Extract

Fonte: os autores

Em relacdo o percentual de reducdo dos focos de criptas aberrantes, total e
categorizados, houve reducdo de 50,12% dos FCA total no grupo DMH+/Jucara+, e
23,23% no grupo DMH+/JucaraExtract. Quanto aos FCA > 3, a reducéo foi expressiva
no grupo DMH+/Jucara+ (64,02%), enquanto no grupo DMH+/JucgaraExtract foi de
21,34%. Para os FCA < 3, houve reducao de 40,09% para o grupo DMH+/Jucara+, e
25,43% para o grupo DMH+/JucaraExtract (Tabela 1).
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Tabela 1 — Média, desvio padrao e percentual médio de redugdo do nimero de focos de criptas aberrantes
(FCA) em mucosa colorretal de modelo in vivo de carcinogénese colorretal suplementados com produtos
a base da polpa do fruto jucara.

DMH+/Jucara- DMH+/Jucara+ DMH-/JucaraExtract
FCA Média Reducdo Média Reducdo Média Reducdo
(zDP) (%) (xDP) (%) (xDP) (%)
. 198,5
Totais 153,42 0 99 £25,23 50,12 152 +£32,53 23,23
> 3 82 £23,48 0 29,5 5,97 64,02 64,5 £20,51 21,34
criptas
.S 3 116 30,42 0 69,5 £27,89 40,09 86,5 +10,61 25,43
criptas

3.2 LESOES MACROSCOPICAS E ANALISE HISTOPATOLOGICA

Quanto ao numero de lesdes macroscopicas em mucosa colorretal, foi observado
que o Grupo DMH+/Jucara- apresentou média de 3,64 leses por animal, com no minimo
duas e no maximo de oito lesdes por animal. O Grupo DMH+/Jucara+ apresentou média
de 3,36 lesBes por animal, sendo no minimo duas e no maximo seis por animal. No grupo
DMH+/JucaraExtract foram encontradas a média de 3,44 lesbes por animal, com no
minimo duas lesGes e maximo de nove por animal. Ndo houve diferenca significativa
entre os grupos experimentais (p = 0,2543).

LesGes benignas predominaram nos grupos induzidos a carcinogénese colorretal,
destacando-se a hiperplasia do tecido linfoide associado a mucosa (GALT). As lesdes
benignas encontradas nao foram dependentes da suplementacdo com produto a base da
polpado fruto jucara (Tabela 2). As lesdes malignas encontradas foram o adenocarcinoma
tubular colorretal, esse com o desenvolvimento reduzido com a suplementagdo com
produtos a base da polpa do fruto jucara (principalmente com o extrato liofilizado); e o
adenocarcinoma anel em sinete, com desenvolvimento favorecido pelos produtos

oriundos da polpa de jucara (Tabela 2).

Tabela 2 — Numero, tipo e diagnoéstico histopatologico de lesdes em mucosa colorretal de modelo in vivo
de carcinogénese colorretal suplementados com produtos a base da polpa do fruto jucara.

Lesdo DMH+/Jucara- DMH+/Jucara+ DMH-+/Jucara p-valor
Extract
. Displasia 3(7,5%) 4 (10,81%) 2 (6,45%)
Benignas i ernlasia GALT 20 (50%) 11 (29,73%) 18 (58,06%) 04349
Adenocarcinoma 17 (425%) 16 (43,24%) 8 (25,81%)
. Tubular
Malignas Adenocarcinoma 0,0202
0, 0,
Anel em sinete 0 6 (16,22%) 3 (9.68%)
TOTAL 40 37 31 0,2543*

* Teste ANOVA para um fator (p = 0,05)
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Considerando o0s neoplasmas malignos, as caracteristicas microscopicas
apresentadas em cada grupo experimental induzido a carcinogénese colorretal estdo
dispostas na Tabela 3. A inflamag&o no microambiente tumoral sofreu influéncia da
suplementacdo com produtos a base da polpa do fruto jucara, com destaque para a
diminuicdo de inflamacdo intensa e ganho no abrandamento da inflamacgdo no grupo
DMH+/Jugara+. As demais caracteristicas microscopicas ndo sofreram influéncia da

suplementacdo, mesmo com as modulagdes pontuais nas frequéncias obsevadas (Tabela

3).

Tabela 3. Caracteristicas microscopicas de neoplasmas malignos (adenocarcinoma tubular colorretal e
adenocarcinoma anel em sinete) em mucosa colorretal de modelo in vivo de carcinogénese colorretal
suplementados com produtos a base da polpa do fruto jucara.

DMH+/Jucara- DMH+/Jucara+ DMH+/Jucara Extract
= p-valor
Inflamacéo
Branda 0 (0%) 5 (22,73%) 1 (9,09%)
Moderada 9 (52,94%) 14 (63,64%) 8 (72,73%) 0,0484
Intensa 8 (47,06%) 3 (13,63%) 2 (18,18%)
Pleomorfismo
Ausente 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0,0703
Brando 1 (5,88%) 7 (31,82%) 0 (0%)
Moderado 12 (70,59%) 7 (31,82%) 6 (54,54%)
Intenso 4 (23,53%) 8 (36,36%) 5 (45,46%)
Mitose
Ausente 0 (0%) 2 (9,09%) 0 (0%) 0,4947
< 3 campos 17 (100%) 20 (90,91%) 11 (100%)
> 3 campos 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Invasdo Submucosa
Ausente 3 (17,65%) 3 (13,64%) 3 (27,27%) 0,6294
Presente 14 (82,35%) 19 (86,36%) 8 (72,73%)
Invasdo Perineural
Ausente 14 (82,35%) 15 (68,18%) 11 (100%) 0,0551
Presente 3 (17,65%) 7 (31,82%) 0 (10%)
Invasdo Linfatica
Ausente 17 (100%) 21 (95,46%) 11 (100%) 0,6175
Presente 0 (0%) 1 (4,54%) 0 (0%)
Invasdo Sanguinea
Ausente 17 (100%) 22 (100%) 11 (100%) 1,00
Presente 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Desmoplasia
Ausente 9 (52,94%) 13 (59,09%) 6 (54,54%) 0,9265
Presente 8 (47,06%) 9 (40,91%) 5 (45,46%)
Debris Glandular
Ausente 2 (11,76%) 4 (18,18%) 0 (0%) 0,2093
Presente 15 (88,24%) 18 (81,82%) 11 (100%)
Necrose
Ausente 16 (94,12%) 15 (68,18%) 9 (81,82%) 0,1248
Presente 1 (5,88%) 7 (31,82%) 2 (18,18%)
Percentual Glandular
>95% 6 (35,29%) 10 (45,45%) 5 (45,46%) 0,0944
50-95% 9 (52,94%) 3 (13,64%) 3 (27,27%)
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<50% 2 (11,77%) 9 (40,91%) 3 (27,27%)
Grau de Diferenciacéo
Pouco diferenciado 2 (11,77%) 9 (40,91%) 3 (27,27%) 0,0944
Moderadamente diferenciado 9 (52,94%) 3 (13,64%) 3(27,27%)
Bem diferenciado 6 (35,29%) 10 (45,45%) 5 (45,46%)
TOTAL 17 22 11

4 DISCUSSAO

Esse estudo verificou a influéncia que os produtos a base da polpa do fruto jucara
(Euterpe edulis Martius) possuem sobre a carcinogénese colorretal induzida em modelo
animal, verificando a reducdo do numero de focos de criptas aberrantes (total e
categorizados), e também seu impacto no desenvolvimento de lesdes macroscopicas em
mucosa colorretal.

As criptas aberrantes sdo consideradas lesdes iniciais no colén intestinal com
indicativo de risco para a carcinogénese (OGATA et al., 2010; YANG et al., 2016). Em
modelos experimentais de carcinogénese colorretal, os focos de criptas aberrantes (FCA)
sdo as primeiras alteracbes detectaveis na mucosa colorretal (BIRD, 1987; ALRAWI et
al., 2006; KHARE et al., 2006), e devido a similaridade genética entre os mecanismos de
desenvolvimento de FCA de roedores e humanos, estas lesdes podem ser utilizadas nos
estudos de prevencdo, rastreamento e deteccdo de fatores de risco e de protecdo
associados progressdo ou recorréncia do cancer colorretal (CORPET & PIERRE, 2005;
FEMIA & CADERNI, 2008). Dessa forma, a utilizacdo do modelo in vivo de
carcinogénese colorretal desse estudo permitiu a avaliagdo dos FCA sob a influéncia da
suplementacédo do suco e do extrato liofilizado reconstituido da polpa do fruto jucara.

Verificou-se que, tanto o FCA total e o FCA > 3 criptas, tiveram seus nimeros
reduzidos na presenca de suco da polpa do fruto jucara, com seis semanas de
suplementacdo, perfazendo percentuais de reducdo de 50,12% e 64,02%,
respectivamente. Semelhante ao encontrado, a suplementacdo com acai amazo6nico
(Euterpe oleracea Martius) atenuou em 41% a formacao de FCA ap0s inducdo com 1,2-
dimetilhidrazina (FRAGOSO et al., 2013). Também com acai amazonico, administrado
na forma de p6 na alimentagdo durante 14 semanas, houve reducdo de FCA em
camundongos induzidos a carcinogénese colorretal (ROMUALDO et al., 2015). O suco
do fruto jucara na concentragéo 0,3% administrados ad libitum, a cada dois dias, durante
14 semanas em modelo experimental de carcinogénese reduziu em 25% o numero de FCA
(REIS et al., 2020). Assim, é notéria a influéncia dos produtos a base do fruto das
palmeiras do género Euterpe spp. no desenvolvimento de lesbes pré-neoplésicas na

mucosa colorretal. Ainda, esse resultado € compativel com a ideia da presenca dos
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biocompostos protetores ou bioativos antioxidantes, anti-inflamatdrios e antitumorais
encontrados nesse tipo de fruto que atuam em sinergismo para promover a fitoprotegéo
(SCHULZ et al., 2015). Segundo estudo, estes compostos tém a capacidade de capturar
as espécies reativas do oxigénio, promovendo o aumento da capacidade de absorcao de
radicais livres, com a consequente reducao das celulas proliferativas pela modulacédo de
vias de transducéo de sinal, apoptose e angiogénese (NEMA et al., 2012).

Esse estudo evidenciou que a utilizacdo da polpa integral na forma de suco
promoveu melhores resultados de reducdo de FCA, e acredita-se que tenha relacdo com
as substancias que compdem a polpa. A polpa do fruto jucara possui alta capacidade
antioxidante, sendo muito efetiva para radicais peroxil e superoxido (SCHULZ et al.,
2015), isso por que ¢ rica em vitamina C, [-caroteno, polifenois, flavonoides
(CARDOSO et al., 2015) e compostos fenolicos, principalmente antocianinas (INADA
et al., 2015). O fruto da palmeira jucara ainda possui minerais como fésforo, sulfur,
potassio, calcio, magnésio e ferro (NOVELLO et al., 2015), e micronutrientes, como as
saponinas (NOVELLO et al., 2015), catequinas, epicatequinas e quercitina, &cido
feralico, gaélico, hidroxibenémico e cuméarico (BORGES et al., 2011). Embasando ainda
a hipdtese da sinergia entre os compostos da polpa, ndo houve diferenca significativa
entre o grupo suplementado com extrato liofilizado (predominante de compostos
fendlicos) e o grupo controle positivo.

Quanto as lesbes macroscdpicas na mucosa colorretal, o protocolo utilizando 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) induziu alteracGes passiveis de diagndstico por meio da
histopatologia. O numero de lesdes encontradas neste estudo ndo diferiram
significativamente, porém, foi variavel, mantendo nimero méaximo de nove e minimo de
duas lesdes. Larangeira e colaboradores (1998) também encontraram nove lesGes, no
méaximo, em mucosa colorretal utilizando o0 DMH como indutor da carcinogénese
colorretal. Este resultado viabiliza 0 modelo experimental para o estudo da suplementacgéo
com produtos a base da polpa do fruto jucara, no que diz respeito a patogénese,
morfologia e alteragdes biomoleculares, assim como estudos de sobrevida e prognostico,
bem como estratégias de tratamento.

As lesdes benignas encontradas foram a displasia e a hiperplasia do GALT, e ndo
sofreram influéncia da suplementacéo com os produtos a base do fruto jucara. Um estudo
da associacdo de uma simples dose de 1,2-dimetilhidrazina como pro-carcindgeno
seguido de colite ulcerativa crénica, encontrou alta incidéncia de displasia e cancer

colorretal (WANG et al., 2004). Quanto a hiperplasia do GALT, acredita-se que seja uma
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condic&o natural de resposta do sistema imunoldgico frente as alteracdes neoplésicas que
ocorreram na mucosa colorretal.

Nossos achados estdo de acordo com um estudo que verificou aumento no nimero
de placa de payer em ratos suplementados com quinoa, grdo rico em flavonoides e acidos
fenolicos. Os autores atribuiram a presenca das placas de peyer a uma possivel acéo
protetora das mucosas (BERNUY-OSORIO et al., 2018).

A suplementagdo com produtos a base da polpa do fruto jucara alterou a dindmica
de desenvolvimento das lesdes neoplasicas (Tabela 2). Pesquisa realizada com pacientes
acometidos pelo céancer colorretal tem mostrado que o consumo de frutas ricas em
compostos fendlicos pode reduzir a incidéncia de cancer colorretal (AFRIN et al., 2016).
No entanto, os resultados aqui obtidos sugerem que em paciente com alto risco
(portadores de polipose adenomatosa ou que apresentem pequenos polipos com FCA e
doencas inflamatdrias intestinais), o consumo de jucara pode alterar o tipo neoplasico a
ser desenvolvido. Por outro lado, em modelo experimental de cancer colorretal
suplementados com frutos do acai amazonico, houve reducéo da tumorigénese, bem como
diminuicdo e estabilizacdo do crescimento de células neoplésicas, e atribuiram esses
resultados a acdo direta de suplementacdo com compostos fenolicos presentes no acai
(CHOI et al., 2017). Observou-se essa dinamica nesse estudo para o adenocarcinoma
tubular colorretal na presenca de produtos a base da polpa do fruto jucara.

O modelo in vivo de carcinogénese colorretal e suplementado com produtos do
fruto jucara utilizados nesse estudo permitiu encontrar lesGes com caracteristicas
histopatoldgicas semelhantes aquelas encontradas em neoplasias colorretais em humanos.
Sobre essas caracteristicas, a inflamacdo no microambiente tumoral foi dependente da
suplementacdo com produtos do fruto jugara. Diversos estudos vém relatando o efeito da
suplementacdo com compostos fendlicos na reducdo da inflamacéo em cultura de células
e modelos animais de carcinogénese colorretal quando comparados aos grupos que nédo
receberam a suplementacéo (LEE et al., 2010; PAUL et al., 2010; MURTHY et al., 2012;
DIAS et al.,, 2014). A inflamagdo é importante para o desenvolvimento de céancer
colorretal, pois, doencas inflamatdrias como a colite ulcerativa e a doenga inflamatoria
do intestino estdo associadas ao maior risco de desenvolvimento de céncer colorretal
(EKBOM et al., 1990; ULLMAN & ITZKOWITZ, 2011).

Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que o jugara atua predominantemente
sobre focos de criptas aberrantes e na discreta reducdo de adenocarcinoma tubular

colorretal. Desta forma, mostram a importancia do investimento em estudos com
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substancias naturais no desenvolvimento tumoral, especialmente nas fases iniciais da
tumorigénese e abre perspectivas para o desenvolvimento de bioprodutos e bioprocessos
que atuem na prevencdo, e para a utilizagdo do fruto jucara e seus produtos como
coadjuvantes em processos que visem a modulacdo do desenvolvimento do cancer

colorretal, bem como na melhoria na qualidade de vida dos individuos.

5 CONCLUSAO

Os produtos a base da polpa do fruto jucara influenciaram a dinamica da
tumorigénese colorretal, promovendo, principalmente, a reducdo dos focos de criptas
aberrantes com o uso do suco da polpa. Além disso, foram capazes de reduzir o
aparecimento de adenocarcinoma tubular colorretal e a intensidade da inflamag&o no
microambiente tumoral, porém, favorecendo o surgimento de adenocarcinoma anel em

sinete.
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