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Resumo

O cancer colorretal (CCR) é uma das neoplasias mais prevalentes no Brasil e no mundo, associado a
fatores dietéticos, inflamatérios e genéticos. A integridade da mucosa intestinal é crucial para a
homeostase gastrointestinal, frequentemente comprometida no CCR. Compostos bioativos de plantas,
como as antocianinas do acai jucara (Euterpe edulis M.), tém sido estudados por suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias. Objetivou-se avaliar o efeito da suplementacdo com polpa e extrato
liofilizado de jugara na histomorfometria do intestino delgado de ratos Wistar submetidos a
carcinogénese colorretal por 1,2-dimetilhidrazina (DMH). Utilizou-se 23 ratos distribuidos em controle
positivo (DMH+/Jucara-), grupo polpa (DMH+/Jucara+) e grupo extrato (DMH+/Extrato Jucara+). A
suplementagdo com polpa e extrato de jucara resultou em maior altura da parede e da mucosa intestinal
em comparacdo ao controle positivo, sem diferenca significativa no comprimento e largura das
vilosidades. Conclui-se que a suplementacdo com acai jucara, especialmente na forma de extrato,
protege a histomorfologia intestinal contra leses intestinais.
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Introducéo

A superficie luminal do intestino delgado possui modificacdes que aumentam sua capacidade
digestiva e absortiva (Gartner, 2022). A relacéo cripta-vilosidade na mucosa € a principal unidade de
absorgdo em ratos (Seyyedin; Nazzem, 2017). Ressalta-se que o epitélio € formado por enterdcitos e
células caliciformes, responséaveis pela absor¢éo de nutrientes e producdo de mucina, respectivamente
(Junqueira; Carneiro, 2023). Ainda, o intestino delgado também atua como barreira fisica, bioquimica
e imunolégica, protegendo o organismo de agentes nocivos (Vancamelbeke; Vermeire, 2017;
Lueschow; Mcelroy, 2020).

Por outro lado, a progressdo do céancer colorretal (CCR) compromete a barreira epitelial,
perturbando a homeostase intestinal e levando a proliferacdo e diferenciacdo anormal (Grazioso;
Brandt; Djouder, 2019; Ternet; Kiel, 2021). Estudos avaliando a indug&o a carcinogénese por 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) mostraram que o tecido tumoral pode afetar negativamente a permeabilidade
transepitelial e as juncdes célula-célula, favorecendo a invasao tumoral (Bekusova et al., 2018, 2021).
Ademais, com a proliferacdo tumoral, pode haver invasdo da submucosa e a neoplasia se espalhar
além do cdlon (Brennan; Garrett, 2016).
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Experimentalmente, a administracéo subcutanea de DMH resulta na formacé&o do metilazoximetanol
(MAM) no figado, que pode causar lesdes no intestino delgado, embora sejam mais comuns no intestino
grosso (Venkatachalam et al., 2020; Martin et al., 1974; Teague et al., 1981; Sunter; Senior, 1983, apud
Silva-Reis et al., 2022). Porém, frutas, como a grumixaba e a jabuticaba, contém compostos bioativos
que protegem a mucosa intestinal (Schulz et al., 2020). E os polifendis, associado aos mecanismos de
supressdao e progresséo do cancer por suas propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes, com foco
no alto teor de antocianinas, tém mostrado resultados promissores na modulacdo da salude e na
reducdo da metastase (Buhrmann et al., 2017; Fernandez et al., 2018; Schulz et al., 2020; Baptista et
al., 2021; Vannuchi et al., 2021; Siqueira et al., 2023; Moraes et al., 2019).Interessantemente, o acai
jucara (Euterpe edulis M.) é uma fruta notavel por seus compostos bioativos e pode ser consumida em
forma de polpa ou extrato (Schulz et al., 2020; Morais et al., 2022).

A analise histomorfométrica € uma técnica importante para avaliar as alteracdes gastrointestinais e
seus impactos (Seyyedin; Nazzem, 2017), sendo utilizada em estudos sobre suplementacéo de
vitamina C (Higa et al., 2007), metionina (Seyyedin; Nazzem, 2017) e estresse alimentar (Lima et al.,
2020). Diante do papel do intestino delgado na homeostase intestinal, torna-se relevante compreender
como suas estruturas morfologicas sdo afetadas pela inducéo a carcinogénese colorretal por DMH. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da suplementacao com agai jucara (Euterpe edulis M.) sobre
a histomorfometria do intestino delgado de ratos submetidos a carcinogénese colorretal induzida pelo
DMH.

Metodologia

Os animais usados neste estudo foram mantidos de acordo 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 Utilizagdo de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo de
acordo com o protocolo 043/2013.

Para este experimento, um Unico lote de polpa de fruta jucara foi obtido de fornecedor comercial no
municipio de Rio Novo do Sul, regido sul do Estado do Espirito Santo, Brasil. As polpas estavam isentas
de corantes e conservantes, armazenadas hermeticamente a -20°C protegidas da luz e do oxigénio
atmosférico. A extracao dos compostos fendlicos e do pigmento de antocianina da polpa da fruta jucara
foi realizada no Laboratério de Analises Quimicas de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias e
Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Alegre / ES, segundo metodologia
adaptada de Francis (1982). Resumidamente, 20g da polpa da fruta ju¢cara foram diluidas em 200 mL
de alcool de cereais 70% e o pH ajustado para 2,5 com acido citrico. O extrato foi armazenado a 4°C
protegido da luz e do oxigénio atmosférico por 2 horas. Em seguida, o extrato foi filtrado, concentrado
em rotoevaporador e liofilizado. As amostras liofilizadas foram armazenadas hermeticamente a 4°C
protegidas da luz até o uso.

O pigmento de antocianina total foi quantificado por espectrofotometria usando metodologia de pH
diferencial descrita por Giusti e Wrolstad (2001), usando tampéao de cloreto de potassio 0,025 M (pH
1,0) e tampao de acetato de sdédio 0,4 M (pH 4,5). Os extratos das antocianinas foram diluidos em cada
tampé&o nas proporgdes 1:10 e 1:25 e as absorbancias registradas nos comprimentos de onda de 510
nm e 700 nm. O resultado de antocianinas totais foi expresso em mg de cianidina-3-glicosideo por
grama de polpa (Cy-3-glu: massa molar: 449,2 g.mol-1; absortividade molar: 26900 L.mol-1.cm-1.).
Assim, foram encontrados 107,08 mg de cianidina-3-glicosideo por grama de polpa.

O experimento utilizou 23 ratos Wistar, machos jovens (aproximadamente dois meses de idade),
mantidos em grupos de cinco a seis animais por gaiola em sala com temperatura entre 21° e 24°C,
umidade relativa do ar entre 45 e 55%, e ciclo luz/escurid@o de 12 horas. Os animais foram divididos
aleatoriamente em trés grupos experimentais: controle positivo (DMH+/Jugara-): animais induzidos a
carcinogénese e ndo suplementados com jucara (7 animais); grupo polpa (DMH+/Jucara+): animais
induzidos a carcinogénese e suplementados com o suco do fruto jucara na concentracdo 0,1%
cianidina-3-glicosideo (1 mg/mL) (9 animais); grupo extrato (DMH+/Extrato Jugara+): animais induzidos
a carcinogénese e suplementados com extrato liofilizado do fruto jugara diluidos em agua, sendo 1
mg/mL de cianidina-3-glicosideo (7 animais).

A inducéo a carcinogénese colorretal com o 1,2-dimetilhidrazina (DMH) foi realizada em 23 animais.
A inducédo ocorreu conforme metodologia modificada por Laranjeira et al. (1998). Neste, o DMH foi
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dissolvido em NaCl 0,9% contendo como veiculo 1,5% de EDTA, em pH final de 6,5 que foi atingido
com o uso de solucdo de NaOH 1N quando necessario. A aplicacdo do DMH (48 mg/Kg) ocorreu por
via subcutanea, uma vez por semana, por um periodo de cinco semanas, na dose final de 240 mg/kg.

A suplementacdo com o suco e extrato da polpa iniciou-se uma semana apoés a inducao neoplasica
e a disponibilidade deste suplemento ocorreu trés vezes por semana, por gavagem, até completarem
23 semanas. Para a suplementacao fixou-se a dose de 1 mg/Kg de cianidina-3-glicosideo por animal.

Realizou-se a eutandsia na 232 semana, por meio da indugdo anestésica com cetamina/xilazina
(dose de acordo com o peso vivo), seguido da aplicacédo de cloreto de potassio hipersaturado. Apos,
segmentos do intestino delgado foram coletados, acondicionados em frascos contendo formalina 10%
tamponada e mantido hermeticamente fechados até o processamento histopatolégico.

As laminas foram montadas e analisadas por fotomicrografia digital em microscopio éptico com
aumento de 5X, seguidas para a andlise histomorfométrica onde foram obtidas mensuracdes em
triplicata para: altura da mucosa intestinal, altura da parede intestinal, altura da microvilosidade, largura
da microvilosidade. Em seguida, todos os dados dos parametros avaliados foram tabulados e
direcionados para a avaliacao da distribuicdo normal pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Apés,
avaliou-se o efeito da suplementacdo com produtos do fruto jucara em intestino delgado de ratos
induzidos & carcinogénese colorretal, por meio da Analise de Variancia para dados ndo pareados
(ANOVA) seguido do teste post hoc de Tukey. Para todas as analises, considerou-se p = 0,05. Todas
as andlises estatisticas e producdo de gréficos foram realizadas no software GraphPad Prism 10.4.1
versdo DEMO.

Resultados

Na andlise da altura da parede intestinal (Figura 1A), o grupo controle positivo (DMH+/Jugara-)
apresentou valores significativamente menores em relacdo ao grupo polpa (p = 0,0325) e ao grupo
extrato (p = 0,0044). De forma semelhante, o valor da altura da mucosa (Figura 1B) foi
significativamente menor no grupo controle positivo quando comparada ao grupo polpa (p = 0,0305) e
ao grupo extrato (p = 0,0027).

Em contraste, no comprimento das vilosidades (Figura 1C), ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p < 0,05), embora haja uma tendéncia de aumento no grupo tratado com
extrato (p = 0,0581) em relag&o ao controle positivo. Por fim, ndo houve diferencas significativas entre
os grupos (p < 0,05) no que diz respeito a largura da vilosidade (Figura 1D), sugerindo que essa
caracteristica permaneceu preservada independentemente do tratamento com jucara.

Figura 1 — Andlise histomorfométrica do intestino delgado de ratos submetidos a carcinogénese colorretal com
ou sem tratamento com acai jucara (Euterpe edulis M.). (A) Altura da parede intestinal; (B) Altura da mucosa; (C)
Comprimento das vilosidades; (D) Largura das vilosidades. Os dados estdo expressos em micrometros (um),
representando média + desvio padrédo. O grupo DMH+/Jucara- corresponde aos animais submetidos a indugéo
carcinogénica sem tratamento com jugara (grupo controle positivo). O grupo DMH+/Jucara+ recebeu a polpa de
jugara apos inducao, enquanto o grupo DMH+/Extrato Jugara+ foi tratado com extrato de jucara.

[A] fal @ Comprimento Vilosidade [E] Largura Vilosidade
ARtura parede intostinal - Altura mucosa

100
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Discusséao

Esses achados indicam que ambos tratamentos, principalmente o grupo extrato, demonstraram
efeito protetor em relacdo a carcinogénese induzida por DMH, sugerindo possivel regeneragédo ou
preservacdo da parede e da mucosa intestinal.

O DMH é um agente metabolizado no figado capaz de induzir a carcinogénese no intestino ao ser
transportado tanto pela bile quanto pela corrente sanguinea (Venkatachalam et al., 2020). Seu
mecanismo de atuacéo esta associado a impactos deletérios na arquitetura intestinal pelas mutacdes
no DNA de células-tronco dos colondcitos localizados na base das criptas de Lieberkiihn, alterando a
permeabilidade e as juncdes estreitas das células intestinais, levando a formacédo de adenocarcinomas
de colon e, subsequentemente, a metastase do cancer (Bekusova et al., 2018, 2021, 2022). A partir
disso, pode-se inferir o mesmo tipo de mecanismo ocorrido nas células-tronco do intestino delgado. No
entanto, a suplementagdo com a polpa e com o extrato de jucara (Euterpe edulis M.) foi capaz de
atenuar os danos, promovendo a melhora e o retorno original das caracteristicas estruturais intestinais.
Em especial, o grupo tratado com extrato de jucara apresentou melhores resultados em comparacao
ao grupo tratado com polpa, possivelmente pela predominancia de compostos fendlicos (Cardoso et
al., 2015; Freitas et al., 2016).

Para analisar os parametros histomorfométricos do intestino delgado dos ratos submetidos a
carcinogénese por 1,2-dimetilhidrazina (DMH) e suplementados com jucara foi utilizada a técnica de
histomorfometria, permitindo avaliar e compreender as alteragdes gastrointestinais e seus impactos no
organismo (Seyyedin; Nazzem, 2017). Estudos prévios recorreram ao Seu uso em casos para avaliar o
potencial da suplementacao de vitamina C (Higa et al., 2007), da administracdo de metionina (Seyyedin;
Nazzem, 2017) e as consequéncias do estresse alimentar na histomorfologia intestinal (Lima et al.,
2020). Essa técnica foi eficaz para detectar as alteracdes estruturais intestinais e avaliar o impacto da
inducdo a carcinogénese colorretal neste estudo. Dessa forma, essa metodologia pode ser aplicada
para investigar alteracbes morfoldégicas em outras regibes do trato gastrointestinal, auxiliando na
avaliacdo de lesOes e efeitos de tratamentos em estudos futuros.

Nesse sentido, os resultados obtidos nesse estudo reforcam a capacidade do acai jucara (Euterpe
edulis M.) em atuar como um potencial agente modulador da integridade intestinal. A manutencédo da
histomorfologia intestinal observada nos grupos suplementados com jugara sugere que a incluséo de
alimentos ricos em compostos bioativos pode representar uma estratégia complementar na prevengéo
de lesBes associadas ao CCR e doencas inflamatdrias intestinais.

Conclusao

A suplementacdo com acai jucara (Euterpe edulis M.), na forma de polpa ou extrato liofilizado,
demonstrou potencial efeito protetor frente as alteragdes induzidas por DMH. Destaca-se que 0 grupo
tratado com extrato liofilizado apresentou melhor preservacdo da arquitetura intestinal quando
comparado ao grupo tratado com a polpa, indicando que a forma concentrada dos compostos bioativos,
especialmente as antocianinas, pode contribuir de maneira mais efetiva para a manutencdo da
integridade da mucosa intestinal.
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