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INTRODUGAO

O céncer colorretal (CCR) é uma
patologia cuja incidéncia e mortalidade vem
apresentando um crescimento expressivo nas
Gltimas décadas®. Os paises desenvolvidos
apresentam mais casos de CCR e o estilo de
vida vem demonstrando estar intrinsecamente
ligado ao aumento observado. O
sedentarismo, 0 aumento da massa corpérea
e 0 alto consumo de carnes vermelhas e
processadas sao alguns dos fatores
determinantes para o aumento dos casos de
CCR?>* Ao mesmo tempo, paises em
desenvolvimento, como o Brasil, vém
apresentando um répido crescimento no
nimero de casos e de mortes na ultima
década, aproximando-se aos indices
alarmantes do continente europeu®. Esses
dados indicam a necessidade de estudos que
foquem na prevengédo do CCR, possibilitando
0 maior controle da doenga através da criacao
ou o aprimoramento de politicas publicas de
salde. Uma dieta com abundéancia em frutas
ricas em compostos fendlicos e fibras vem
sendo fortemente relacionada a diminui¢cao do
risco de desenvolvimento de CCR®L,

Dessa forma, este estudo objetivou
guantificar os compostos bioativos e atividade
antioxidante da casca da jabuticaba, e avaliar
0s seus efeitos na atividade clinica, medidas
teciduais do célon, e na incidéncia e tamanho

de tumores em modelo de CCR induzido em
camundongos.

METODOLOGIA

Inicialmente, os frutos da arvore Myrciaria
jaboticaba  (Verg.) Bell foram coletados,
higienizados e a casca foi separada do restante do
fruto. A casca da jabuticaba foi liofilizada, sendo
mantida sob refrigeragdo (-20°C). Visando a
realizacdo de posteriores analises para a
caracterizacdo da composicdo e atividade
antioxidante da casca da jabuticaba, uma amostra
foi separada. A casca da jabuticaba foi analisada
guanto ao conteldo de umidade e cinzas®,
lipideos®®, proteinas pelo método de Kjeldahl,
compostos  fendlicos  totais',  antocianinas
monoméricas®, flavondides totais'®, Poder
Antioxidante de Reducdo do Ferro (FRAP)Y e
Capacidade de Absorbancia do Oxigénio Radicalar
(ORAC)®. A dieta dos animais, acrescida ou ndo
da casca de jabuticaba, também foi analisada pelos
métodos descritos, exceto flavonoides e
antocianinas monoméricas por geralmente nao
apresentarem leitura dentro da curva padréo.

O experimento animal foi aprovado pela
Comissdo de FEtica no Uso de Animais da
UNICAMP  (protocolo  5246-1/2019). Este
experimento visou avaliar a atividade de 2,5% e 5%
do po liofilizado da casca da jabuticaba em um
modelo de inflamagdo colbnica crénica (ou colite
crbnica) que gera CCR. Para isso, foram utilizados
63 camundongos BALB/c machos de 8 semanas
de idade, divididos nos seguintes grupos: controle
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(CONT - dieta padréo), controle cancer (CONTccr
- dieta padréo e inducéo de cancer), jabuticabas
(JABz - dieta adicionada de 2,5% da jabuticaba),
jabuticabagsccr (JABzsccr - dieta adicionada de
25% da jabuticaba e inducdo de cancer),
jabuticabasy (JABso - dieta adicionada de 5% da
jabuticaba) e jabuticabasoccr (JABsoccr - dieta
adicionada de 5% da jabuticaba e indugéo de
cancer). Passadas as quatro semanas iniciais do
periodo preventivo apenas recebendo a dieta
acrescida ou ndo da casca da jabuticaba, os
animais receberam uma injecéo intraperitoneal de
azoximetano (AOM) (10mg/kg) e, 7 dias depoais,
uma solucéo de dextran sulfato de sodio (DSS) a
2% substituiu a agua de beber durante o periodo
de 7 dias. Ap6s este periodo, os animais
receberam agua comum por 7 dias, seguido por
mais um ciclo de 7 dias com DSS a 2%. Apés esse
periodo, os animais voltaram a receber agua
comum até o final do experimento. Durante todo o
experimento, 0s animais nao deixaram de receber
as dietas de seus respectivos grupos
experimentais.

Utilizando o critério de avaliacdo de
Gommeux et al’®, o Indice de Atividade da
Doenca (IAD) foi avaliado durante o experimento.
Este indice considera a perda de massa corporea;
a consisténcia das fezes; bem como o
sangramento anal e nas fezes, uma vez que estas
alteracbes estéo frequentemente associadas ao
desenvolvimento de colite e CCR®. A mortalidade
dos animais também foi avaliada. Os animais
foram eutanasiados na semana 16 com uma
solucdo de quetamina (300 mg/kg) e xilazina (30
mg/kg). Na eutanasia, as medidas teciduais do
colon (comprimento, peso/comprimento) foram
analisadas e a guantidade de tumores vistos foi
contada. Uma parte do colon distal foi fixada em
formol 4% para analise histologica (colora¢éo HE)
da frequéncia de adenoma e carcinoma. One-
Way ou Two-Way ANOVA seguido de Tukey
foram utilizados para as analises estatisticas,
considerando um p<0,05. A Figura 1 resume a
metodologia do experimento.

@@ £ - Peso corporeo
@Q / 52@ - Consisténcia das fezes
63 BALB/c machos oo i - Sangramento anal e nas fezes
a0 g,

Agua ad libiturm, Dieta AIN-93M: 0% Dia 28: grupos CCR recebem . Sem.ana 16

dieta comercial (CONT, CONTecr), 25% AOM IP 10 mg/kg - Medidas
(JABzé JAB25 ’) ’50/ Dia 35: agua é substituida por teciduais do

d CCN, 97 1SS 2% por 7 dias (1° ciclo) célon

(JAB50, JAB50ccr) por 4
semanas

Dia 42: agua é substituida por
DSS 2% por mais 7 dias (2° ciclo)

Figura 1: Esquematizacéo do experimento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos da
composicdo da casca da jabuticaba e da dieta
estdo expressos na Tabela 1.

Este experimento contou com a perda de
apenas um animal em raz&o da indugéo de CCR)
(grupo CONTccr). Ao contrario do esperado, a
perda de peso ndo teve relacdo com a severidade
da doenca desenvolvida pelos animais, ou seja, 0s
animais com maior severidade da doenca nao
apresentaram perda de peso expressiva.

O IAD foi avaliado (Figura 2). O grupo
JABsoccr foi capaz de reduzir
significativamente este indice (p<0,05) nos
periodos de pico (ciclos de DSS e final do
experimento), aproximando-se dos grupos
sem inducdo de cancer. Especialmente, a

casca da jabuticaba a 5% na dieta foi eficiente
em prevenir contra 0 sangramento e a perda
de consisténcia das fezes (p<0.05).

3 + CONT

# CONTcer
JAB25

* JAB25ccr

+ JAB50

=+ JABS50ccr

IAD

91 98 105 112 119

Figura 2: indice de Atividade da Doenca
(IAD).
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P6 liofilizado da . id Dieta
< cascade . Dieta acrescida acrescida de
ANALISE . . Dieta controle de 2,5% de
jabuticaba ‘abuticaba 5% de
(matéria seca) : jabuticaba
LIPIDEOS (%) 1,333 + 0,0003 4,398 + 0,109 4,398 + 0,287 3,687 £0,125
UMIDADE (%) 17,149 + 0,498 8,970 + 0,407 9,056 + 0,067 9,168 +0,170
CINZAS (%) 1,908 + 0,156 3,212 + 0,489 2,865+ 0,182 1,814 + 0,124
PROTEINAS (%) 4,509 + 0,481 11,107 + 1,507 10,354 + 1,120 1%%%88i
CARBOIDRATOS 76,422 +
TOTAIS (%)* 76,989 + 0,245 75,493 + 0,507 76,163 + 0,369 0172
FLAV (mg/Q/g)** 12,621+ 0,190 ND ND ND
AM (mg C3/g)** 7,148 + 0,282 ND ND ND
FRAP (umol 1130,588 +
TE/g)** 34123 2,419 + 0,083 5,080 + 0,373 8,894 + 0,295
F'(z\lélz)(mg 84,367 + 1,318 0,386 + 0,019 0,627 £ 0,054 0,928 + 0,039
ORAC (umol 20,699 +
TE/g)** 806,175 + 41,095 5,970 £ 0,181 9,637 + 0,862 0,419

Abreviaturas: FOLIN: método Folin-Ciocalteu para determinacio de compostos fendlicos totais; AG: acido géalico; FLAV:
flavonoides; Q: quercetina; AM: antocianinas totais; C3G: cianidina 3-glucosidio; ND: néo detectavel com base no menor
ponto da curva padrdo. *Calculado a partir da soma dos outros componentes (umidade, lipidios, proteinas, cinzas).

**Analise realizada a partir de extrato 46% etanol HCl pH 1%,

Foi possivel notar uma reducédo
consideravel no ndmero de tumores de forma
dependente da dose. Em média, os grupos
CONTccr, JAB2sccr € JABsoccr apresentaram 11,
12,7 e 4,2 tumores por animal, respectivamente
(Figura 3). Estatisticamente, os grupos JABsoccr €
JAB2sccr N80 apresentaram diferenca em relagdo
a0 grupo CONTccr. Entretanto, o grupo JABsoccr
também nao apresentou diferenca estatistica em
relacdo aos grupos sem cancer, aproximando-se
mais de uma condicdo sem alteracdo. Outros
parametros avaliados, como a consisténcia das
fezes e 0 sangramento anal apresentaram
comportamento semelhante (Figura 4). Vale
ressaltar que esta € uma andlise macroscépica
preliminar e a seguir detalha-se com a analise
histoldgica.
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CONT CONTccr JAB25 JAB25ccr JAB50 JAB5OcCr
Figura 3: Numero de tumores visiveis.

CONTcer

JAB25ccr

JAB50ccr

Figura 4: Sangramento, consisténcia das
fezes e aspecto do célon.

A andlise histolégica revelou que o
modelo experimental utilizado foi realmente
eficaz para a formacdo de adenomas e
carcinomas no grupo controle, com 16,66% e
66,66% dos animais que desenvolveram as
condicbes acima citadas, respectivamente.
Por outro lado, o pé liofilizado da casca de
jabuticaba da dieta dos animais foi capaz de
suprimir a formacdo de adenomas e a
progressdo para carcinomas em ambos o0s
grupos. No grupo acrescido de 2,5% de casca
de jabuticaba na dieta, 45,45% dos animais
nao apresentaram quaisquer alteracdes e no
grupo de 5% esse numero foi ainda maior,
chegando a 75%. Com relacéo a formagéo de
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adenomas, o grupo JAB2sccr apresentou uma
diminuicdo expressiva, na qual nenhum dos
animais apresentou esta condi¢cdo. Por outro
lado, 54,54% dos animais desenvolveram
carcinomas. Este, portanto, seria um indicio
de que a adicdo de 2,5% de casca de
jabuticaba na dieta dos animais foi capaz de
suprimir a formacdo de adenomas, mas uma
vez instaurados, o fruto ndo foi capaz de inibir
a sua evolugdo para carcinoma. O grupo
JABsoccr, pPOr sua vez, apresentou 12,5% dos
animais com adenomas e 12,5% dos animais
com carcinomas. Este resultado evidencia a
capacidade da casca de jabuticaba a 5% na
dieta dos animais em inibir tanto o inicio
guanto a progressao do CCR, corroborando
com o resultado encontrado na avaliagdo do
IAD. Os resultados da histologia estéo
enunciados na Tabela 2.

Grupo experimental

Conclu-

sao (%) CONT  JAB JAB
CCR 25CCR 50CCR
Sem 1666 4545 75
alteracao
Adeno- 466 0 125
ma
Carcino- o656 5454 12,5
ma

Tabela 2: Resultados da analise
histologica.

A andlise do comprimento do célon
dos animais revelou que nado houve
diminuicdo na extensdo deste 6rgdo nos
animais com cancer (Figura 5). Este efeito foi
gradual, uma vez que os animais do grupo
JAB2scck ndo  apresentaram  diferenca
estatistica do grupo CONTccrk € nem do
CONT, mas o grupo recebendo casca da
jabuticaba a 5% na dieta apresentou uma
diferenca significativa em relacdo grupo
CONTccr (p<0,05). Este pode indicar um
efeito protetivo da casca da jabuticaba.

= =
o Ul

COMPRIMENTO DO COLON (cm)
(2]

CONT CONTccr JAB25 JAB25ccr JAB50 JAB50ccr

Figura 5: Comprimento do célon dos
animais.

Ao realizar a relacéo
massa/comprimento do cdlon, utilizada como
indice de inflamacéo, foi possivel observar
uma tendéncia inversamente proporcional a
dosagem de jabuticaba na dieta dos animais
com CCR (Figura 6). Ou seja, quanto maior a
concentracao de jabuticaba, menor a relacdo
massa/comprimento do colon. Entretanto, ndo
foi observada diferenca estatistica entre os
grupos (p>0,05).

w
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PESO/COMPRIMENTO DO COLON (mg/cm)

CONT CONTccr JAB25 JAB25ccr JAB50 JABSOccr

Figura 6: Relagcdo massa/ comprimento do
co6lon (mg/cm).

CONCLUSOES

Com base nos resultados preliminares
deste estudo, evidencia-se um efeito protetivo da
casca da jabuticaba no modelo de inducéo a
inflamacéo cronica que leva ao CCR. Além disso,
este efeito parece ser dose dependente, uma vez
que a adi¢éo de 2,5% de po liofilizado da casca de
jabuticaba nao foi tdo benéfica quanto a de 5%.
Ainda é necessario realizar as analises de
expressdo de proteinas para a confirmacéo dos
resultados.
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