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RESUMO

O acai (Euterpe oleracea Martius) € um fruto nativo da regido amazénica,
bastante consumido no Brasil e no mundo. Os efeitos benéficos de seu
consumo ja foram demonstrados anteriormente em diversos estudos in vivo
e in vitro. O objetivo deste estudo foi avaliar os mecanismos de acdo da
ingestéo de polpa de agai (AP) liofilizada em um modelo de carcinogénese
do colon associado a colite em ratos e a a¢ao da cianidina 3-rutinosideo no
ensaio de motilidade celular em células de adenocarcinoma de célon RKO.
Ratos Wistar machos foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
gue receberam: (G1) dieta basal (n=20); (G2) dieta basal contendo 0,2% de
NAC (N-acetilcisteina, um controlo positivo) (h=15); (G3 e G4), dieta basal
contendo 5,0% ou 7,5% de AP liofilizada, respectivamente (n=20 para cada
grupo). Nas semanas 1 e 2, os ratos receberam 4 doses de 1,2-
dimetilhidrazina (DMH, duas vezes por semana). Duas semanas apés as
administracdes de DMH, foi induzida inflamacgédo aguda utilizando &cido
2,4,6-trinitrobenzeno  (TNBS). Na semana 3, foram introduzidas
intervencoes dietéticas. Os efeitos modificadores da cianidina 3-rutinosideo
(C3R, 25 e 50 uM) foram investigados na motilidade celular em células de
adenocarcinoma humano RKO. Essa antocianina foi escolhida de acordo
com os dados das andlises de perfil de antocianinas realizadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Primeiramente, 0s
resultados mostraram que C3R (25 pM), a principal antocianina identificada
em AP liofilizada, tinha uma tendéncia na reducdo da motilidade das células
RKO, conforme analisado pelo ensaio de motilidade celular. Em segundo
lugar, a ingestao de AP liofilizada reduziu o numero total de focos de criptas
aberrantes (FCA) e a multiplicidade de FCA (criptas FCA 1-4 e criptas FCA>
10), proliferacéo de células tumorais e incidéncia de tumores com displasia
de alto grau. Em terceiro lugar, a AP liofilizada modulou a expresséo de seis
genes, sendo cinco hiperexpressos (Akt3, DIcl, Ffar2, Vegfd, Ppara) e um
hipoexpresso (Mhs6) envolvidos em diferentes propriedades do cancer.
Dessa forma, os resultados indicam que a ingestdao de AP liofilizada
apresenta atividade antitumoral no modelo de carcinogénese de colon
associada a colite em ratos. Além disso, esses resultados constatam pela
primeira vez a acdo benéfica da ingestdo polpa de liofilizada de acai no
modelo proposto a partir de analises macroscoépicas, microscopicas e
moleculares.

Palavras-chave: acai liofilizado, carcinogénese do célon, inflamacéo
aguda, prevencao.



ABSTRACT

Acai (Euterpe oleracea Matrtius) is a native fruit of the Amazon region, widely
consumed in Brazil and worldwide. The beneficial effects of its consumption
have already been demonstrated in several in vivo and in vitro studies. The
objectives of this study was to evaluate the protective mechanisms of
lyophilized agai pulp (AP) intake in a colon carcinogenesis model associated
with colitis in rats and to analyze the effect of cyanidin 3-rutinoside in the cell
motility assay in colon adenocarcinoma cells RKO. Male Wistar rats were
randomly assigned to four groups that received: (G1) basal diet (n=20); (G2)
basal diet containing 0.2% NAC (N-acetylcysteine, a chemopreventive
control) (n=15); (G3 and G4), basal diet containing 5.0% or 7.5% of
lyophilized AP, respectively (n=20). At weeks 1 and 2, rats received 4 doses
of 1,2-dimethylhydrazine (DMH, twice a week). Two weeks after the
administrations of DMH, acute inflammation was induced using 2,4,6-
trinitrobenzene acid (TNBS). At week 3, dietary interventions were
introduced. The cyanidin 3-rutinoside modifying effects (C3R, 25 and 50 yM)
were investigated in cell motility in human RKO adenocarcinoma cells. This
cyanidin was chosen based on the data for the anthocyanin profile analysis
performed by high performance liquid chromatography (HPLC). First, the
results showed that C3R (25 pM), the main anthocyanin identified in
lyophilized AP, tended to reduce the motility of RKO cells, as analyzed by
the cell motility assay. Second, ingestion of lyophilized AP reduced the total
number of aberrant crypt foci (ACF) and the ACF multiplicity (ACF with 1-4
crypts and ACF> 10 crypts), tumor cell proliferation and incidence of tumors
with high grade dysplasia. Third, lyophilized AP modulated the expression
of six genes: five upregulated (Akt3, Dicl, Ffar2, Vegfd, Ppara) and one
downregulated (Msh6) involved in different cancer mechanisms of action.
Thus, the results indicate that the ingestion of lyophilized AP shows
antitumor activity in the colonic carcinogenesis model associated with colitis
in rats. In addition, these results confirm, for the first time, the beneficial
action of lyophilized acai pulp in the proposed model based on macroscopic,
microscopic and molecular analysis.

Key words: acai fruit powder, colon carcinogenesis, acute inflammation,

prevention.
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Revisdo de Literatura

1. Acaizeiro e o agai

O acaizeiro é uma palmeira de grande importancia cultural, econémica e social
na Regido Norte do Brasil, sendo encontrada ao longo de rios, igarapés e areas
umidas (Queir6z and Melém Junior, 2001). Essa palmeira, nativa da América do Sul,
cresce principalmente no Brasil, Colombia e Suriname (Schauss et al., 2006) e pode
chegar a atingir até 30 metros de altura (Pedrozo et al., 2011). Pertence ao género
Euterpe que tem aproximadamente 28 espécies, sendo as mais comuns Euterpe

oleracea, Euterpe edulis e Euterpe precatoria (Yamaguchi et al., 2015).

O acai, fruto do acaizeiro, é a sua parte mais importante economicamente.
Devido a presenca de multiplos caules no acaizeiro, também passou a ser utilizado
na indastria de processamento de palmito, em substituicdo ao palmiteiro (E. edulis
Mart), espécie de caule solitario que esta sob risco de extingao (Oliveira et al., 2002).
Esse fruto recebeu bastante atencdo nos ultimos anos, por ser considerado uma
“super fruta” devido a suas potenciais propriedades benéficas para o organismo
humano (Yamaguchi et al., 2015). E geralmente cultivado em regibes quentes e
Uumidas, com pequenas amplitudes térmicas e, quando maduro, apresenta cor

violacea, é redondo e pesa em média 1,5 gramas (Schauss, 2010) (Figura 1).

Figura 1. Acaizeiro e seu fruto. A, cultivo de acai; B,
inflorescéncia do acaizeiro; C, infrutescéncia do
acaizeiro; D, acai. Fotos: Oliveira et al., 2002.
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A composi¢cdo quimica da por¢cdo comestivel e da polpa industrializada séo
bastante discrepantes, devido a grande variabilidade genética entre as variedades de
acaizeiro. Seu valor energético € determinado em grande parte pelos lipidios, visto

gue proteinas e agucares totais apresentam baixas quantidades (Oliveira et al., 2002).

O aumento do consumo de acai nas ultimas décadas se deu principalmente
devido a producgéo de bebidas enérgicas. Um estudo realizado recentemente avaliou
a contribuicdo relativa de alimentos derivados de plantas consumidos mais
comumente no Brasil e sua capacidade oxidante na dieta brasileira. Foi observado
que o acai € o terceiro alimento consumido pelos brasileiros com maior capacidade
antioxidante (Torres e Farah, 2016). Outros estudos demonstrando sua capacidade
antienvelhecimento e presenca de compostos bioativos aumentaram o interesse pelo
consumo desse fruto. Além disso, o fruto passou a ser utilizado na induastria
alimenticia, farmacéutica e cosmética, devido aos compostos antioxidantes benéficos

a saude (Yamaguchi et al., 2015).

A localizacao geografica do Brasil e suas condi¢des climaticas facilitam o cultivo
de diversos frutos tropicais com excelente potencial econdmico para o agronegocio.
Essa producdo nacional tem apresentado aumento expressivo na sua importancia
econdbmica em toda regido do estuario amazo6nico nos ultimos anos (CONAB, 2016).
De acordo com o relatério do CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento) para
o periodo de 01-30/04/2016, o Paré foi o responséavel por 54% da producéo de acai,
seguido do Amazonas (33,6%), Maranh&o (7%), Acre (2%), Amapa (1%), Rondobnia e
Roraima (0,9%) (Turini, 2016). Ainda de acordo com dados desse mesmo relatério, é
possivel observar que, embora a producédo de acai tenha estagnado entre 2012-2014,
€ possivel observar um elevado crescimento do seu lucro médio, como mostra a

Figura 2.
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== Producéo(ton) | 101.341 | 108.033 | 120.890 | 115.947 | 124.421 | 215.381 | 199.116 | 202.216 | 198.149

= Valor (mil reais) 103.216 | 106.664 | 133.746 | 160.628 | 179.378 | 304.566 | 336.234 | 409.698 | 422.064
-4~ Preco Médio 1,02 0,99 1,11 1,38 1,44 141 2,03 2,03 2,13

Figura 2. Histérico da Producdo Brasileira (Fonte: IBGE. Elaboragao:
CONAB).

Além dessa grande importancia econdmica para o Brasil, estudos a respeito
das propriedades biolégicas desse fruto tem crescido no decorrer dos anos,
aumentando o alcance na prospeccdo de novos alimentos funcionais (Paz et al.,
2015). Diversos estudos in vivo e in vitro tém analisado o efeito do acai e suas por¢cdes
polifendlicas isoladas em diferentes situacfes experimentais. As Tabelas 1 e 2 trazem

alguns dos estudos ja realizados.

O estresse oxidativo refere-se a producao exacerbada de espécies reativas de
oxigénio nas células e em tecidos que ndo consegue ser neutralizada pelo sistema
antioxidante (Hussain et al., 2016). A partir dos resultados obtidos nas Tabelas 1 e 2,
pode-se sugerir que a ideia de que os antioxidantes presentes na dieta podem ser
uma abordagem promissora para o aumento do sistema de defesa celular contra o
estresse oxidativo e, consequentemente, passam a agir de forma protetora contra

diversas doencas envolvidas com o estresse em questéo (Pereira et al., 2016).

Além de todos os beneficios a salde citados anteriormente, dois estudos em
especial demonstraram o beneficio do acai e das antocianinas, polifenois presentes
nesse fruto, para o diagndéstico de doencas e 0 seu uso na biotecnologia. Em um deles,
0 acai foi utilizado como uma alternativa para o contraste oral para ressonancia

magnética, se apresentando bastante eficiente, devido a seu alto contetdo de Fe, Mn
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e Cu (Cdérdova-Fraga, 2004). J4 no outro estudo, as antocianinas foram utilizadas para

aumentar a visualizacdo de microestruturas durante cirurgia vitreoretinal (Peris, 2013).
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Tabela 1. Estudos in vivo sobre o efeito protetor do acai e seus compostos principais.

Fonte de o . o .
i Tratamento Espécie Efeito bioldgico Referéncia
acai
Demonstrou a
7 mL/Kg de peso biodisponibilidade dos Mertens-
Suco de agai  corporeo de suco Humanos polifenéis do acai Talcott et
de acai (antocianinas) e seu efeito al., 2008.
antioxidante no plasma
) 100 g de acai/dia
Smoothie de ~ . .
i durante 1 més para Protecdo contra a diabetes e Udani et
acai ] Humanos ] ]
paciente com hipercolesterolemia al., 2011
(Sambazon®)
sobrepeso
Extrato da .
Perfuséo de 0,1- . ] Rocha et
semente de Ratos Efeito vasodilatador
. 100 g do extrato al., 2007
acai
Polpa de acai (40%
wt/vol) no tecido
homogenado de
cOrtex cerebral, . o
. Efeito positivo contra Spada et
Polpa de acai cerebelo e Ratos ]
) doencas neurodegenerativas al., 2009
hipocampo e
inducdo de
estresse oxidativo
por H202
2% de polpa seca
. Melhora do status
. de acai o ) De Souza
Polpa de acai Ratos antioxidante e efeito
suplementada na _ . etal., 2010
. hipocolesterdmico
ragéo
Inducdo da
carcinogénese de
Flocos esdfago com 3 Reducéo da carcinogénese
o o ) o Stoner et
liofilizado de injecBes semanais Ratos de esdfago e dos niveis de L 2010
al.,
acai por 5 semanas de algumas citocinas
MNBA (0.3 mg/kg
p.c.)
2,5 e 5% de acai .
Atenuacéo do
_ suplementado na }
Polpa de acai _ . desenvolvimento da Fragoso et
. racao convencional Ratos o .
(spray dried) carcinogénese quimica de al., 2013

durante 24

semanas

colon



Polpa de acai

Extrato
preparado a

partir da fruta

Extrato da
semente de

acai
Extrato de

semente de

acai

Polpa de acai
(spray dried)

Suco de acai

Polpa de acai
(spray dried)

Polpa de acai
(spray dried)

2g/dia de agai via
gavagem durante 6
semanas
Extrato fresco de
acai (80 mL) por 12

semanas a vontade

Exposicéo a 100
mg de extrato de
acai em cigarros

durante 60 dias

300 mg/Kg/dia via

oral

2,5 e 5% de acai
suplementado na
racdo convencional
durante 10
semanas

Administracdo 10
ul/g de peso
corpéreo via

gavagem, uma vez

ao dia, durante 4

dias

2,5 e 5% de acai

suplementado na

racéo convencional
durante 4 semanas

2,5 e 5% de acai

suplementado na

racéo convencional
durante 4 semanas

Ratos

Coelhos

Camundongos

Camundongos

Camundongos

Camundongos

Camundongos

Camundongos
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Reducéo do dano hepatico

Efeito protetor contra o

processo de aterosclerose

Protecéo contra o enfisema
pulmonar, sugerindo a adicdo
de acai aos cigarros para
reducédo dos efeitos maléficos

do fumo

Protecéo do acai contra a

inflamac&o pulmonar aguda

Inibicéo da carcinogénese
guimica de bexiga

Protecéo contra as
convulsdes e o0 estresse
oxidativo derivado delas

Aumento da GSH total e
atenuacado do dano ao DNA e
desenvolvimento de lesdes
pré-neoplésica no célon
Efeito protetor contra a
carcinogénese de cdélon
associada a colite no modelo
de AOM/DSS

Pereira et
al., 2016

Feio et al.,
2012

De Moura
etal., 2011

Moura et
al., 2012

Fragoso et
al., 2012

Souza-
Monteiro et
al., 2015

Romualdo
etal., 2015

Choi et al.,
2016
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Tabela 2. Estudos in vitro sobre o efeito protetor do acai e seus compostos principais

Fonte de acai

Amostra . ) i i
Tratamento . Efeito bioldgico Referéncia
utilizada
Smoothie com R
) L Protecéo contra o estresse
diversos frutos Diluicdes PMN e o .
] ] o oxidativo, reducéo na Ensen et al.,
ricos em seriadas do eritrocitos ~ ) _
o ) producéo de ROS e migracao 2008
antioxidantes smoothie humanos
] celular
(MonaVie®)
Células tratadas
Fracdes com 0,5-10 ug de
o o . ] . Pacheco-
polifendlicas cianidina 3- Reducéo da proliferacéo )
o HT-29 Palencia et
presentes no glicosideo e celular
i o al., 2010
acai cianidina 3-
rutinosideo
Compostos o )
- 20 pg/mL dos Efeito citoprotetor contra o Chin et al.,
especificos MCF-7 ) )
. . compostos estresse induzido por H202 2008
extraido do acai
Inibicdo da diferenciagdo de
~ 25-100 pg/mL do osteoclastos e atividade pela Brito et al.,
Extrato de acai . RAW 264.7
extrato de acgai modulacdo da expresséo de 2016
citocinas
Aumento da expressao de
0,001-1000 proteinas do complexo
pug/mL em mitocondrial e redugéo da
Extrato . . . De Souza
o diferentes producdo de EROs (candidato
liofilizado de ) SH-SY5Y . Machado et
i periodos de potencial para o
acai ) ) al., 2016
incubacéo (24, 48 desenvolvimento de drogas
e 72h) para o tratamento da
bipolaridade)
Atenuacéo do estresse
i o S . Santos et
Extrato de acai 0,1 pg/mL Astrécitos oxidativo induzido pelo L 2014
al.,
Manganés
Extrato o i .
o Aumento da atividade pro- Dias et al.,
polifendlico de 5-20 mg/L SW-480 »
. apoptotica 2014
acai
Extrato da _
10, 20 e 40 pg/mL _ ) Silva et al.,
casca, semente MCF-7 Efeito antitumoral
durante 24 e 48h
e fruto total

2014
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2. O acai e sua composicdo quimica

Como mostrado nas Tabelas 1 e 2, 0 agai e seus compostos isolados tém
grande importancia no seu efeito biolégico. Existem diversos estudos disponiveis na
literatura que mostram que o acai € rico em diversos polifendis, como antocianinas,
flavonas e acidos fendlicos (Lichetenthaler et al., 2005; Pacheco-Palencia, Duncan e
Talcott, 2009). Além disso, sua polpa mostrou-se rica em minerais (Ca, Fe, Mg, Zn),
apresentando niveis de Cu e Mn mais altos quando comparados a alimentos fontes

desses minerais (Santo et al., 2014).

2.1Polifendis

Polifendis constituem o grupo de produtos naturais mais numerosos e
amplamente distribuidos do reino vegetal. Diversos alimentos presente em nossa
dieta sé@o constituidos de polifendis, como frutas, vegetais, cereais, chas, chocolate e
vinho (Tsao, 2010). Esses compostos sdo caracterizados por apresentarem
importante funcdo antioxidante contra diversas doencas, incluindo o cancer (Kang et
al., 2011).

Os polifendis compreendem uma ampla variedade de moléculas que apresenta
uma estrutura polifendlica, ou seja, diversos grupos hidroxila em anéis aromaticos,
podendo também estarem ligados a apenas um anel, como os acidos fendlicos e
alcoolicos (Kang et al., 2011). Eles podem ser classificados de acordo com sua fonte
de origem, funcéo bioldgica e estrutura quimica. Além disso, a maioria dos polifenois
presentes em plantas existem na sua forma glicosidica, com diferentes unidades de
acucar e acucares acetilados em diferentes posi¢es (Tsao, 2010).

De forma a simplificar sua classificagcdo, muito se utiliza a nomenclatura
baseada no nimero de anéis aromaticos e nos elementos estruturais que ligam esses
anéis aos outros (Tsao, 2010; Kang et al., 2011). As principais classes de polifendis
sdo as segquintes: flavonoides, chalconas, estilbenos, acidos fendlicos e

lignanos/alcoois fendlicos (D’Archivio et al., 2007) (Tabela 3).
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Tabela 3. Classificacao dos polifenois baseada no nimero de

anéis aromaticos.

Subclasse Exemplos
Flavonoides Flavonois
Flavonas
Isoflavonas
Antocianinas
Flavanéis
Chalconas Curcumina
Estilbenos Resveratrol

Acidos fendlicos

Ligananos/Alcodis

fendlicos

Acido hidroxicinamico
Acido hidroxibenzoéico
Tirosol

Estegnacina

Podofilotoxina

*Antocianinas nado glicidios de antocianidinas. Fonte: Adaptado
de D’Archivio et al., 2007.

2.2 Quimioprevencdao e antocianinas

A quimioprevencao pode ser definida como uso de substéncias naturais ou
sintéticas capazes de suprimir, impedir e reverter a carcinogénese nos seus estagios
iniciais (Das et al., 2007). Como a carcinogénese € um processo de multiplas etapas,
substancias com potencial quimiopreventivo bloqueador e supressor podem agir nas
etapas de iniciacdo, promocao/progressao, respectivamente (Johnson, 2007).

Um agente quimiopreventivo ideal deve ter (i) pouca ou nenhuma toxicidade,
(i) alta eficacia em multiplos locais, (iii) possibilidade de ser consumido oralmente, (iv)
mecanismos de acdo conhecidos, (v) baixo custo, e (vi) aceitacdo humana
(Rajamanickam e Agarwal, 2008). Estudos recentes tém demonstrado que um maior
consumo de frutas e verduras esta associado com a reducéo do risco de varios tipos
de canceres (Safe et al., 1999; Velmurugan et al., 2010) e, por conta disso, o interesse
pelo efeito preventivo e terapéutico antitumoral de compostos quimicos oriundos de
plantas medicinais e alimentos funcionais tem crescido nos ultimos anos.

Os polifendis sao considerados compostos com capacidade quimiopreventiva
contra células tumorais e podem agir de acordo com 0s seguintes mecanismos: 1.

Supressdao da hiperexpressdo de enzimas pro-oxidantes envolvidas no
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desenvolvimento do cancer; 2. Inibicho da ativacdo de fatores de transcricao,
regulando, dessa forma genes alvos envolvidos na sobrevivéncia e proliferacéo
celular; 3. Inducao de apoptose; 4, inibicdo de metaloproteinases de matriz (MMPSs) e
do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), reduzindo a angiogénese
envolvida no processo de crescimento e metdstase tumoral (Aggarwal e Shishodia,
2006; Thomasset et al., 2007).

Um ponto importante a se levar em consideracédo quando se discute a eficacia
quimiopreventiva de um determinado agente € a sua biodisponibilidade (Russo, 2007).
Biodisponibilidade pode ser definida como a proporcéo de nutrientes que € digerida,
absorvida e metabolizada pela via oral normal (D’Archivio et al., 2007). No caso dos
polifendis, os mesmos sofrem modificagbes quimicas durante seu metabolismo
similares ao metabolismo das drogas comuns, o que dificulta a identificacdo dos seus
metabolitos e a avaliagdo de sua atividade biolégica (Day e Williamson, 2001).
Portanto, saber quanto do composto esté presente nas plantas medicinais e alimentos
ou na dieta é tdo importante quanto saber quanto do mesmo esta biodisponivel para
a promocao de atividades quimiopreventivos (D’Archivio et al., 2007).

Na Tabela 1, € possivel observar os cinco e Unicos estudos que avaliaram o
potencial quimiopreventivos do acai nas diferentes fases do processo de
carcinogénese de esbdfago, cblon e bexiga em ratos e camundongos (Stoner et al.,
2010; Fragoso et al., 2012; Fragoso et al., 2013; Romualdo et al., 2015; Choi et al.,
2016). Em todos eles, sugere-se que o efeito protetor observado ocorreu devido a

presenca dos seus polifendis, em especial as antocianinas.

Antocianinas sdo polifendis que pertencem a subclasse dos flavonoides.
Geralmente, ocorrem na natureza na sua forma glicosidica, sendo as mais comuns a
frutose, a galactose, arabinose, rutinose, rhaminose e xilose (Fang, 2014). Sua
estabilidade varia bastante e pode ser afetada por fatores como pH, temperatura,
concentracdo, luz, solventes, presenca de oxigénio, enzimas e outros flavonoides,

proteinas e ions metalicos (Fang, 2014).

Como ja demonstrado nas Tabelas 1 e 2, 0 acai € um composto rico em
antocianinas e a grande maioria deles identificou a cianidina 3-glicosideo e cianidina
3-rutinosideo como as mais abundantemente encontradas (Del-Pozo Insfran et al.,
2004, Linchetenthaler et al., 2005; Schauss et al., 2006; Gordon et al., 2012; Romualdo
et al., 2015) (Figura 3).
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A permeabilidade das antocianinas na mucosa do trato gastrointestinal é alta.
Além disso, a concentra¢do de antocianinas nos tecidos intestinais é maior do que na
circulacdo, sugerindo que elas sofrem metabolismo inicial antes de entrarem como
metabalitos na circulacédo sanguinea (Fang, 2014). Isso é de extrema importancia para

o estudo da quimioprevencao em modelos de carcinogénese intestinal.

OH
—
0
H
S
== () — Checose ) — Ruliness
OH
Cyanidin 3-glucoside Cyanidin 3-rutinoside

Figura 3. Estrutura quimica das principais antocianinas presentes no acai (Adaptado
de Butt et al., 2008).

O estudo de Hassimoto e colaboradores (2008) avaliou a absorc¢ao da cianidina
3-glicosideo e cianidina 3-rutinosideo em ratos apds administracdo oral. Eles
observaram que as duas antocianinas foram detectadas no plasma e rins na sua forma
intacta e em menores quantidades nos seus metabdlitos. Apesar da baixa absorcéo,
observou um aumento de glicosideos de cianidina no plasma, levando ao aumento da
capacidade antioxidante (Hassimoto et al., 2008). Estudos como esse mostram que a
antocianina pode ser absorvida pelo organismo animal, sendo, portanto, recomendada

para estudos de quimioprevencado. Além disso, sua alta capacidade antioxidante
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3. Céancer de c6lon

3.1 Epidemiologia e fatores de risco

O cancer colorretal (CRC) € uma neoplasia de origem epitelial que contribui
significativamente para a mortalidade e morbidade pelo cancer no mundo (Muzny et
al., 2016). Seu desenvolvimento se d& a partir do acimulo de alteragbes no genoma
e epigenoma das células epiteliais do intestino grosso/reto, levando a um dano
tecidual associado (Kellof et al., 2004; Voorham et al., 2012). Essa neoplasia é
conhecida como uma doenca silenciosa, visto que muitos pacientes s6 apresentam
sintomas quando a doencga ja estd em estagio bastante avancado (Vatandoost et al.,
2015). Na maior parte dos casos, o CRC se desenvolve a partir de lesdes n&o-
cancerosas, chamadas de pdlipos, que podem (ou nao) progredir para um

adenocarcinoma invasivo e metastatico (Voorham et al., 2012).

Os fatores de risco relacionados ao desenvolvimento do cancer de célon podem
ser classificados em dois tipos principais: modificaveis e ndo modificaveis. Os fatores
de risco modificaveis sdo aqueles relacionados a alimentacao e ao estilo de vida, ou
seja, a ingestdo de dieta rica em carne vermelha e/ou processada, acucar refinado e
gordura e pobre em fibras e vegetais, ao consumo excessivo de alcool e cigarro, a
obesidade e a falta de atividade fisica. J& os fatores ndo-modificaveis incluem a
predisposicao genética, que representa 5% dos casos (Sindrome de Lynch ou Cancer
coloretal hereditario ndo polipéide - HNPCC e Polipose Adenomatosa Familial — FAP),
histérico familiar, diabetes e a inflamacéo cronica do intestino (Colite Ulcerativa e
Doenca de Chron) (Williams et al., 2010; Velmurugan et al., 2010; Siegel et al., 2016).

O ultimo relatério com as atualizacdes a respeito das evidéncias com relacdo
ao aumento ou reducéo do risco de CRC foi publicado pela em 2011 pela World
Cancer Reseach Fund International (WCRFI). Como pode ser visto na Tabela 4, a
dieta e estilo de vida influenciam diretamente no aumento/reducao do risco desse tipo

de neoplasia.
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Tabela 4. Tabela indicativa de fatores que podem influenciar no desenvolvimento do
cancer de célon (Adaptado do WCRFI, 2011).

Evidéncia Aumenta o risco de CRC Reduz o risco de CRC

Carne vermelha

Carne processada . _ _
_ _ _ Atividade fisica e alimentos
Convincente Bebidas alcodlicas (homens) ) _
_ ricos em fibras
Gordura abdominal e corporal

Altura atingida na fase adulta

Alho
Provavel Bebidas alcodlicas (mulheres) Leite
Calcio
Alimentos ricos em Ferro Vegetais ndo-amilaceos
_ Queijo Frutas
Sugestiva ) ] ] ) o
Alimentos ricos em gorduras Alimentos ricos em Vitamina
Alimentos ricos em agucares D
_ Peixe, indice glicémico, folato, vitamina C, vitamina E, selénio,
Inconclusiva

alimentos com baixa gordura, padréo proteico

A Ultima estatistica publicada com relacdo a sua incidéncia global data de 2012
(Globocan, 2012). Nesses dados, aproximadamente 600.000 mortes por cancer
colorretal ocorrem todos 0s anos, o que torna esse tipo de neoplasia a quarta causa
de morte no mundo. No Brasil, de acordo com os dados do INCA (2016), o cancer de
célon também é um dos mais incidentes na populacéo, sendo o terceiro e segundo

tipo de cancer mais comuns em homens e mulheres, respectivamente (Figura 4).

Prostata Homens Mulheres Mama feminina 57.960 28,1%

61.200  28,6%
Traqueia, Bronguio e Pulmso 17330  81% 17.620 8,6%
16.660  7.8% Colo do tero 16.340 7.9%
Esomago 12020  6,0% Traqueia, Bronquio e Puimdo ~ 10.800 5.3%
Cavidade Oral 11140  5.2% Estomago 7.600 3,7%
Esdfago 7.950 3,7% Corpo do Utero 6.950 3,4%
Bexiga 7200  34% Ovario 6.150 3.0%
Laringe 6.360  3,0% Glandula Tireoide 5.870 2.0%
Leucemias 5540  2,6% Linfoma néo Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 5440  25% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

*Numeros arredondados para multiplos de 10

Figura 4. Incidéncia de cancer de célon no Brasil em 2016 (Adaptado de INCA, 2016).
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Apesar da incidéncia desse tipo de cancer estar crescendo em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, foi possivel observar uma reducdo de
aproximadamente 3% no namero de novos casos e taxa de mortalidade desse tipo de
cancer nos ultimos dez anos nos Estados Unidos (Figura 5). Essa reducéo se deu
principalmente a uma melhora no screening e no tratamento da doenca (Howlander et
al., 2016).

804

1New Cases

N
=

NUMBER PER
100,000 PERSONS
=Y
=

|Deaths

|

N —
1975 1980 1985 1990 19495 2000 2005 2010 2013

Figura 5. Incidéncia de novos casos e mortes nos Estados Unidos entre 1975-2013
(Fonte: Howlander et al., 2016).

Mesmo com toda a melhoria para a terapia do CRC, o entendimento do porqué
alguns pacientes respondem ou ndo as terapias e 0s motivos pelos quais alguns
pacientes apresentam recaida ainda € bastante limitado (Walther et al., 2009). Por
conta disso, muito esfor¢o envolvendo pesquisa sobre esse tipo de neoplasia tem sido

desenvolvido.

3.2 Carcinogénese de co6lon

A carcinogénese de célon é uma doenca heterogénea e pode ser classificada
em diferentes subtipos, caracterizados por alteracdes morfolégicas e moleculares
(Muller et al., 2016) (Figura 6). Dessa forma, o CRC pode se desenvolver de trés
maneiras a partir do (a): 1. Instabilidade cromossémica (representa aproximadamente
84% dos casos de cancer esporadico); 2. Instabilidade de microssatélite (representa
em torno de 13-16% dos casos de CRC); e 3. Fenotipo caracterizado pelas ilhas CpG
(CIMP), no qual ha uma alta frequéncia de hipermetilacio no DNA de genes
especificos (Migliori et al., 2011; Muller et al., 2016).
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Chromosomal instability Increasing CIN |

Loss of 18q
SMAD4
APC KRAS ) CDC4 TP53
MNormal epithelium Early adt?noma and Intermediate Late adenoma Cancer
dysplastic crypt adenoma h

BRAF
Wt signalling KRAS CDC4 TGFBR2
MMR gene inactivation
Microsatellite instability and hypermethylation

Figura 6. Modelo proposto da sequéncia adenoma-carcinoma no CRC (Fonte: Walther
et al., 2009).

De acordo com o The Cancer Genome Atlas (TCGA) (2013), o CRC pode ser
dividido de acordo com a Figura 7.

The Cancer Genome Atlas (2013)

Hypermutated (13%)
dMMR, MSl, MLH1-sil, CIMP-high,
BRAF-mut, SCNA-low

Figura 7. Classificacdo dos tumores de célon de acordo com o0 TCGA (2013). (1) 13% de
tumores hipermutados com instabilidade de microssatélite causada por defeito em genes
de reparo de DNA; (2) ~3% de tumores ultramutados, que apresentam mau
funcionamento de enzimas que introduzem nucleotideos no DNA durante a replicacéao;



Revisdo de Literatura

(3) ~84% de tumores com instabilidade cromossdmica com alta frequéncia de alteracdes
somaticas de coOpia de DNA, baixa tava de mutagdo, estabilidade de microssatélite e
desregulacao da via Wnt (Adaptado de Muller et a., 2016).

Os tumores que apresentam instabilidade cromossémica (CIN) geralmente
desenvolvem lesdes com alteragcdes cromossémicas importantes (aneuploidias),
engquanto que aqueles com instabilidade de microssatélites (MSI) geralmente mantém
o estado dipléide normal e tem alto indice de mutac¢ées (Bacolod e Barany, 2011).

Os tumores CIN geralmente se desenvolvem a partir da combinacédo da
ativacado de oncogenes (KRAS, PIK3CA) e inativagdo de genes supressores tumorais
(APC, SMAD4 e TP53) (Muller et al., 2016). Todas essas ativacbes/inativacdes geram
alteracdes nas caracteristicas teciduais, levando a sequéncia adenona-carcinoma,
descrita por Fearon e Volgestein em 1990 (Figura 6).

A MSI ocorre principalmente em CRC hipermutados esporadicos e na sindrome
de Lynch. Esse tipo de neoplasia se desenvolve a partir de defeitos no sistema de
reparo de DNA, que podem ser hereditarios ou adiquiridos. No caso da sindrome de
Lynch, a heranca é do tipo hereditaria e € causada por uma heranca dominante, na
qual genes de reparo, como o MSH2 e MLH1, apresentam muta¢des. Dessa forma,
as células somaticas apresentam apenas um alelo mutado e o outro do tipo selvagem.
No decorrer da tumorigénese de coélon, ocorre a inativacdo do segundo alelo por
mutacéo, delecdo ou metilacdo da regido promotora dos genes em questao (Muller et
al., 2016).

No caso do CRC hipermutado esporadico, 0 mecanismo ocorre ha maior parte
das vezes por hipermetilacao do promotor de ambos os alelos (Muller et al., 2016). A
maioria dos tumores com essa caracteristica apresentam morfologia em forma de
pélipos serrilhados, ocorrendo principalmente no célon proximal e derivam de um
grupo de polipos hiperplasicos (Matos et al., 2016).

Nos préximo tépicos, os eventos moleculares envolvidos no CRC serdo

discutidos.

3.3Regulacéo genética do CRC

3.3.1 APC e via Wnt



Revisdo de Literatura

A mutacdo no gene APC, que esta localizado no cromossomo 5g21, é um
evento que ocorre nos estagios iniciais da carcinogénese em aproximadamente 70%
dos casos de CRC (Christie et al., 2013). Além disso, muta¢des germinativas nesse
gene levam a Polipose Adenomatosa Familial (FAP), caracterizada pelo aparecimento
de centenas de adenomas no célon e com uma chance de 100% para o
desenvolvimento de CRC caso néo tratado (Groden, 1991).

O APC é um importante regulador negativo da via Wnt, pois faz parte do
complexo de degradacao Axina-APC, o qual promove a degradacao proteossomal da
B-catenina (Muller et al., 2016). Ele codifica uma proteina com 312Kda e 2843
aminoacidos; proteina essa que apresenta diversas funcées e podem interagir com
diversas outras, como a [3-catenina, a quinase glicogénio-sintase 3 (GSK3 ) e a end
biding protein 1 (EB1) (Leslie et al., 2002). No entanto, a principal fun¢do do gene APC
para o0 CRC é a sua habilidade de controlar os niveis intercelulares da proteina (-
catenina. Apesar da caracterizacdo da maioria dos componentes dessa via ja ter sido
realizada, a funcao da via Wnt na biologia do cancer € complexa e ainda se encontra
parcialmente entendida (Zhan et al., 2016).

A via Wnt pode ser dividida em canbnica (dependente de [3-catenina) e néo-
canbnica (independente de B-catenina) (Figura 8). Essa via € conservada no processo
evolutivo e controla processos celulares, como proliferagcéo, diferenciacdo, motilidade
e manutencéao dos tecidos (MacDonald et al., 2009) e especificacdo do destino celular
e manutencdo da pluripoténcia (Tanaka et al., 2011). Dai sua importancia para o
cancer.

Na via candnica, a auséncia de ligantes Wnt ativados leva a fosforilagdo da -
catenina pelo complexo de destruicdo, composto pela Axina, APC, GSK3pB quinase e
caseina quinase (CKla). Nesse estado, a B-catenina é fosforilada pela GSK3p,
ubiquitinada pela B-TrCP200 e, em seguida, sofre degradagcdo proteossomal. Na
auséncia da B-catenina nuclear, um complexo de represséao contendo TCF/LED e a
TLE/Groucho recruta histona desacetilases para repressao de genes alvos.

Esta via é ativada a partir da ligacao de ligantes Wnt secretados, como o Wnt3a
e Wntl, a receptores Frizzeld (Fzd) e co-receptores LRP. Os receptores LRP sao
fosforilados pela CK1a e GSK3a, os quais recrutam proteinas Dishevelled (Dvl) para
a membrana plasmatica, onde se polimerizam e sao ativadas. Os polimeros de Dvl
inativam o complexo de destruicao da -catenina. Dessa forma, ocorre a estabilizacdo

e 0 acumulo dessa proteina no citoplasma que, em seguida, é translocada para o
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nucleo. No nucleo, a B-catenina forma um complexo ativo com LEF (lymphoid
enhancer fator) e TCF (T-cell factor) a partir do deslocamento do complexo
TLE/Groucho e recrutamento de co-ativadores modificadores de histonas. Esse
processo leva a transcricdo de genes envolvidos nos processos celulares citados
anteriormente (Figura 6) (Zhan et al., 2016).

A via ndo-candnica apresenta um importante papel na migracéo, polaridade e
manutencdo celular. Essa via promove a ativacao de pequenas GTPases Racl, RhoA
e Cdc42 que promovem o remodelamento do esqueleto celular necessario para
processos de invasao e migracao celular, assim como a regulagdo de JNK para

regular alvos transcricionais adicionais (Sedgwick e D’Souza-Schorey, 2016).
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Figura 8. Via Wnt candnica inativada e ativada (Fonte: Zhan et al., 2016).

O impacto da via Wnt na carcinogénese colorretal ja foi bastante estudado em
diversos artigos publicados. No entanto, a perda de fungédo do gene APC é o principal

responsavel pela sinalizacdo da via Wnt no cancer colorretal (Zhan et al., 2016), como
€ possivel observar nos estudos abaixo:
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e A partir da edicdo gendmica de APC utilizando a tecnologia CRISPR/Cas9, a
carcinogénese colorretal pode ser mimetizada ex vivo em organoides humanos
intestinais (Matano et al., 2015; Drost et al., 2015);

¢ Diferentes mutacdes em APC resultam em diferentes niveis de atividade da via
wnt. Além disso, essas mutagcdes estdo associadas a localizacdo tumoral no
intestino grosso (Christie et al., 2013; Buchert et al., 2010);

e Modelo utilizando camundongos knockdown reversivel via shRNA, demonstrou
gue adenocarcinomas podem regredir a tecido normal, caso a funcao de APC

seja restaurada (Dow et al., 2015).

3.3.2 TP53

O gene TP53, que codifica a proteina p53 com 53Kda, apresenta uma funcgéo
crucial no ciclo celular e apoptose (Liu et al., 2015). Esse fator de transcrigcao, quando
em condi¢cdes normais, atua como um gene supressor tumoral (Lane at al., 2010). Sob
sinal celular de estresse, como danos ao DNA e estresse oncogénico, o p53 é ativado
a partir de uma cascata de eventos de fosforilacdo e outras modificacbes
transducionais, resultando na expresséo de genes alvos envolvidos na interrupgéo do
ciclo celular, reparo de DNA ou apoptose. Além disso, p53 também apresenta
importantes funcdes no controle da senescéncia, anti-angiogénese, autofagia e
metabolismo antioxidante (Figura 9) (Joerger et al., 2016).

Os niveis celulares de p53 em vertebrados estdo estritamente controlados
pelos seus reguladores negativos MDM2 e MDMX (também conhecido como MDM4)
(Joerger et al., 2016). Essa regulacéo ocorre a partir do fato de que o MDM2, alvo de
p53, funciona como uma ubiquitina ligase E3, a qual, juntamente com seu homélogo
MDMX, ubiquitina p53, resulta na sua exportacdo para fora do nucleo e degradacdo
proteossomal (Wade et al., 2013).

A proteina p53 é um supressor tumoral e esta geralmente inativado em quase
todos os tumores, devido as mutagbes no seu gene ou na desregulacdo de vias
associadas a ele (Joerger et al., 2016). Diversas evidéncias sugerem que a via p53
esta frequentemente desregulado na progressao do CRC e sua sinalizacédo aberrante

esta associada com um prognostico reservado da doencga (Liu et al., 2013).
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Figura 9. Via do p53 e seus genes alvos. (Fonte: Joerger et al., 2016).

MutacBes em TP53 ou alteracdes conformacionais na proteina p53 leva nao
apenas a perda de sua funcdo supressora, mas também ao ganho de funcéo facilita
a progressao maligna (Solomon et al., 2011). No CRC, muta¢cdes em p53 ocorrem em
34% nos tumores do colon proximal e em 45% dos tumores de colon distal e reto
(Ryan et al., 2001). O comportamento biolégico do CRC como, a invasividade, local
de metéastase e até mesmo o progndstico do paciente, podem ser determinados pelas
diferentes mutacdes em p53 (Li et al., 2015). Pacientes com p53 mutante apresentam
maior quimio-resisténcia e tem um pior prognéstico quando comparado com aqueles

gue apresentam o p53 selvagem (lacopetta et al., 2003).

Diversos estudos demonstraram que o p53 mutante esta envolvido em quase
todos os eventos da tumorigénese, como revisado por Hannahan e Weinberg (2011).
Por conta disso, € um alvo promissor na terapia do cancer (Solomon et al., 2011)
(Figura 10).
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Figura 10. Ganhos de fung¢do do p53 mutante
interagem com os “hallmarks” do cancer. (Fonte:
Solomon et al., 2011).

Em 1994, foi demonstrado pela primeira vez a apoptose dependente de p53 em
camundongos. Esse estudo mostrou a resposta terapéutica em tumores de
camundongos imunosuprimidos expressando ou nédo o gene p53. Foi visto que
tumores expressando o p53 continham uma maior propor¢cao de células apoptéticas e
tinham seu desenvolvido reduzido apdés o tratamento com radiacdo gama ou
adiamicina. Em contraste, os animais deficientes em p53 e tratados da mesma
maneira continuaram a apresentar crescimento tumoral e continham poucas células
apoptoticas (Lowe et al., 1994). O resultado desse trabalho sugere que a estimulacao
prévia da atividade de p53 pode aumentar a eficacia da terapia do cancer relacionada

ao dano ao DNA pelo aumento da taxa de apoptose (Vazquez et al., 2008).

Desde entdo, diversos estudos para a identificacdo e desenvolvimento de
agentes capazes de reativar a via do p53 tem sido realizados. Esses agentes podem
introduzir o p53 selvagem, estabilizar o p53 e reativar o p53 mutante em células
cancerigenas (Vazquez et al., 2008) (Figura 11).

Quanto aos agentes que agem na atividade do p53, eles podem ser de dois
tipos: 1. Restauracao da atividade de p53 selvagem, que pode ser com o uso de
adenovirus recombinantes codificando p53 ou a partir da reativacdo do p53 mutante;
2. Estabilizagcdo de p53, a partir da inibicdo da interacdo MDM2-p53 ou por um
inibidor da ligase MDM2 E3. A maior parte dos agentes do tipo 1 ja estdo na fase 1-3

de desenvolvimento de medicamentos (Advexin e SCH 58500), sendo que um deles
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ja foi aprovado na China (Gendicine). Os do tipo 2, como Nutlins, Benzodiazepines,
RITA, Spiro-oxindoles, Quinolinols, HL198C, estdo em fase pré-clinica.

Stress-inducing therapeutics .

(for example, DMA damaging therapies) \ / \

Stress inducin§ therapeutics + Cancer cell
reactivation of p53 clearance
Reactivation of p53 Senescence

Figura 11. Terapia do cancer. Estudos sugerem que o aumento ou reativacao
da atividade de p53 em células cancerigenas, em combina¢do ou ndo com
terapias indutoras de estresse, podem aumentar a eficacia dessas terapias
(Fonte: Adaptado de Vazquez et al., 2008).

3.4 Regulacéo epigenética do CRC

Epigenética pode ser definida como alteragbes hereditarias na expresséo
génicas que nao sdo acompanhadas de mudancas na sequéncia do DNA (Migliore et
al., 2011; Céppede, 2014). Essas alteracdes podem ocorrer de 3 formas: 1. Metilacédo
do DNA; 2. Modificacdo pOs-transcricionais das histonas; e 3. RNA nao-codificantes.

Nos tépicos abaixo, a influéncia de cada uma delas no CRC seré discutida.

3.4.1 Metilacdo do DNA
A metilacdo de DNA refere-se a adigao enzimatica do grupo metil na posi¢ao 5’
da citosina pelas DNA metiltransferases (DNMTs) (Bardhan e Liu, 2013). Essa
metilacdo pode ser de duas formas: 1. Hipermetilacao e 2. Hipometilacdo (Figura 12).
Embora diversos estudos tenham demonstrado o perfil hipermetilado do CRC,
um grupo especifico de CRC, conhecido como CIMP, apresenta um extenso nivel de
genes metilados. Tumores desse tipo apresentam um fendtipo caracterizado pelas
ilhas CpG, no qual had uma alta frequéncia de hipermetilacdo no DNA de genes

especificos (Migheli e Migliore, 2012; Muller et al., 2016). Geralmente, tumores CIMP
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estdo relacionados com a metilacdo de cinco genes principais: CACNALG, IGF2,
NEUROG1, RUNX3 e SOCS1 (Weisenber et al., 2006).

A principal caracteristicas da hipermetilacéo para o CRC e diversos outros tipos
de cancer é o fato de que a alta densidade de citosina metilada nas ilhas CpG de
genes supressores de tumor promove o completo bloqueio da transcri¢éao, inativando
esse grupo de genes (Migheli e Migliore, 2012).

Ainda sobre o processo de carcinogénese de coélon, os tumores do tipo MSI
resultam da inativacao de genes de reparo de DNA (MMR) a partir da hipermetilacéo
ou mutacao nos genes MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2. Essa hipermetilacdo leva ao
acumulo de erros da replicacdo em sequéncias repetidas de microssatélites;
sequéncias essas que podem estar localizadas em exons de importantes genes
supressores tumorais (Okugawa et al., 2015).

Além da hipermetilacdo de genes supressores tumores, pode ocorrer também
a hipometilagéo global de genes que pode contribuir para a progresséo do processo
de carcinogénese (Okugawa et al., 2015). A hipometilacdo global geralmente ocorre
dentro de elementos de DNA transponiveis repetitivos, como LINE-1 (Okugawa et al.,
2015). A hipometilacdo de LINE-1 esta associada com um pior prognéstico do paciente
(Ogino et al., 2008), pois pode estar envolvida na expressdo descontrolada de proto-
oncogenes (Wolf et al., 2010). Isso implica que a hipometilagdo apresenta um papel

crucial na formacdo do CRC (Stachler et al., 2015).
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Figura 12. llustracdo demonstrando os processos de hipermetilacédo e hipometilagédo. (Fonte:
Akugawa et al., 2015).

3.4.2 ModificagBes pds-transcricionais das histonas

O DNA das células eucaritticas € encontrado na cromatina, um complexo de

macromoléculas consistindo de DNA, RNA e proteinas histdnicas e nao histbnicas. As
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fungbes da cromatina sao: 1. Facilitar a compactacdo do DNA; 2. Reforgar a
macromolécula do DNA durante a mitose; 3. Proteger contra o dano ao DNA; e 4.
Controlar a expressdo génica e replicacdo do DNA (Okugawa et al., 2015). A
cromatina pode existir em dois estados: 1. Inativo, conhecida como heterocromatina;
e 2. Ativo, ndo-condensado e transcricionalmente ativo (eucromatina) (Figura 13). O
nucleossomo representa a unidade estrutural e funcional da cromatina e consiste de
aproximadamente 147 bases de DNA envoltas por octameros de histonas, consistindo
em duas copias de cada tipo: H2A, H2B, H3, H4. Os nucleossomos sao conectados
por trechos de DNA pelas histonas ligadoras (H1), envolvidas na compactacdo do
DNA (Migheli e Migliore, 2012). Portanto, alteragfes pods transcricionais das histonas
podem regular a acessibilidade da cromatina (Gezer e Holdenrieder, 2014) e, dentre
essas modificacGes epigenéticas das histonas, pode-se citar: a acetilacdo, metilacéo,

fosforilagdo, ubiquitinatagédo, sumoilagéo (Migheli e Migliore, 2012).
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Figura 13. Estrutura ativa e inativa da cromatina. (Fonte: Akugawa et al., 2015)

Com relacdo ao CRC, diversos estudos ja revelaram que a desregulacdo da
modificacdo de histonas provavelmente altera os padrdoes de expressao génica em
CRC e séo de grande importancia para sua progressao (Okugawa et al., 2015). Por
exemplo, a trimetilacdo da histona 3 no residuo de lisina 9 (H3K9m3) apresentou-se
maior em regides invasivas de tumores de CRC e foi relacionada com metastase para
linfonodos (Yokogawa et al., 2013). Ja os baixos niveis da dimetilacdo da histona 3 no
residuo de lisina 9 (H3K9m2) estéo relacionados com a baixa taxa de sobrevivéncia e
pode ser utilizado como um fator progndstico para pacientes com CRC (Tamagawa et
al., 2013).

3.4.3 RNA néo-codificantes (ncRNAS)
De acordo com o ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements Consortium),

aproximadamente 80% do genoma é transcrito em RNA nao codificantes (nCRNA)
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(ENCODE, 2012). Apesar de terem sido considerado “lixo gendmico” por muitos anos,
recentemente foi demonstrado sua participacdo em diversos eventos bioldgicos,
incluindo o silenciamento de genes a partir da remodelagcdo da cromatina,
reorganizacao nuclear e formagcdo de um dominio de silenciamento (Saxena et al.,
2011). Além disso, os ncRNA podem ser classificados de duas formas de acordo com
o tamanho: 1. Pequenos ncRNAs, com <200 nt, representado pelos microRNAs
(miRNAS), piwi-interacting RNAs (piRNA) e pequenos RNAs nucleares (snoRNA); e 2.
Longos ncRNA (IncRNAs), com >200nt (Okugawa et al., 2015).

Embora o modelo de Volgestein seja bastante aceito na explicacdo do processo
de desenvolvimento de CRC e apesar de ter ocorrido um considerado progresso na
pesquisa médica e clinica, pouco ainda se sabe sobre o mecanismo de acédo dos
NcRNAs na patogénese do CRC (Kita et al, 2016).

A principal classe de ncRNA estudada é a dos miRNAs. Os micro-RNAs
(miRNAs), pequenos RNAs n&o-codificantes, atuam na regulacdo da expressao
génica de maneira pos-transcricional, possuindo, assim, papéis fundamentais na
coordenacdo de importantes processos bioldégicos nos seres vivos, incluindo,
diferenciacao, proliferacdo e crescimento celular, apoptose, entre outros (Esteller,
2011). Estima-se que a expressdo de mais de um terco dos genes humanos seja
regulada por miRNAs (Zhang et al., 2015). Em contraste, processos patolégicos no
célon, incluindo a inflamacao crénica e a carcinogénese, estédo relacionados com a
expressao alterada de diversos miRNAs (Esteller, 2011).

Ja os IncRNAs e suas fun¢bes ainda ndo foram bem identificadas, devido a
grande heterogeneidade dessas moléculas. Apesar de serem reconhecidas como
RNAs maiores que 200 nt, essa definicdo é arbitraria e ndo foi baseada na sua
funcionalidade (Kita et al., 2016).

3.4.3.1 miRNAS no CRC
e Ativagédo davia Wnt
Como descrito anteriormente, a via WNT é de extrema importancia para o
desenvolvimento do CRC. Diversos miRNAs se mostraram importantes para a
ativacéo dessa via. O miR-135 a/b, por exemplo, atua como um regulador negativo do
gene APC, levando a reducdo da expressado desse gene e consequente ativacao da
vida WNT (Clevers et al., 2014). Alem disso, esse miRNA também ja foi descrito no
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cancer de colon associado com a doenca inflamatdria intestinal e estd associado ao
estagio tumoral e evolucao clinica comprometida (Attard et al., 2004).
e Ativagdo davia EGFR
Estudo in vitro realizou a transfeccdo do anti-miR-143 em células LoVo (células
humanas de célon) e observou que houve uma hiper-regulacéo da proteina KRAS e
reducao da proliferacao celular (Chen et al., 2003). Esse miR, juntamente com o0 miR-
145, ambos localizados no cromossomo 5, foram considerados como mMiRNAs
supressores tumorais, por se apresentarem hiporregulados no CRC (Akao et al.,
2006). Além desses, o let-7a preveniu a traducdo de KRAS, levando a inibi¢cdo do
crescimento celular (Chen et al., 2003).
e Viado p53
Estudo da andlise de sequéncia utilizando ferramentas de bioinformatica propde
gue mais de 46% dos miRNAs apresentam locais de ligacdo para o p53 (Ragusa et
al., 2012). Umas das familias de miRNAs mais estudadas que apresenta associacao
com o p53 é a familia miR-34. Essa familia € conhecida por ser indutora de p53 em
diversos tipos de cancer, incluindo o CRC (Bieging et al., 2014). O miR-34a ativa p53
a partir de sua acédo sobre o gene SIRT1, o principal regulador de p53, propondo,
dessa forma, um feedback positivo entre miR-24a e TP53 (Tarasov et al., 2012;
Mansoori et al., 2015).
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4. Carcinogénese de cdélon associado a colite

A doenca inflamatéria intestinal (DIl), representada pela doenca de Chron (CD)
e a Colite Ulcerativa (CU), é caracterizada por uma inflamacéo crénica no trato
gastrointestinal, sendo esta responsavel pelo aumento do risco do cancer de célon
associado a colite (CAC) (Kanneganti et al., 2011). A incidéncia desse tipo de cancer
representa cerca de 1% dos casos de cancer de célon (Prior et al., 1982) e, embora a
etiologia da DIl seja desconhecida, a resposta imune da mucosa pode surgir devido a
interacao entre fatores genéticos, imunologicos e ambientais (Herszényi et al., 2015).
Essa resposta imune faz com que ocorra uma producao exacerbada de mediadores
inflamatoérios, como enzimas proteoliticas, citocinas, espécies reativas de oxigénio e
fatores de crescimento envolvidos no processo de injuria tecidual e regeneracéo
(Herszényi et al., 2015) (Figura 14).

Cdlicas abdominais, diarreia, sangramento retal e perda de peso sédo alguns
dos sintomas causados pela DIl. Apesar de apresentarem sintomas semelhantes, a
CU e DC apresentam algumas diferencas quanto ao padrdo de inflamacdo e
histopatologia da doenca. Enquanto que a CU é uma inflamacao restrita ao célon, a
DC pode ocorrer em qualquer regido do trato gastrointestinal (TGI). Quanto a
histologia, a DC € uma inflamacé&o transmural e muitas vezes granulomatosa; ja a CU
afeta apenas as camadas da mucosa e submucosa do intestino. Com relacdo a
histopatologia, em ambas € observado edema, perda de células caliciformes,

hiperplasia da criptas e ulceracdes (Neurath, 2012).
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esporadico (CRC). No entanto, em pacientes com CAC, a DIl

Figura 14. Doenca Inflamatoria Intestinal. Microbiota intestinal, fatores ambientais e
resposta imune, juntamente com a predisposicdo genética do paciente ditam a
patogénese da DII. O epitélio intestinal interage diretamente com os fatores causadores
da patogénese da DII, como fatores ambientais, genéticos e imunes e composicao da
microbiota. Ambas as respostas imune inata e adaptativa apresentam uma perturbagéo
da homeostase intestinal. Surtos das doencas tém sido associados a fatores ambientais,
como o uso de antibiéticos e NSAIDs, estresse e tabagismo. Estes fatores ou infec¢des
alteram a funcéo da barreira epitelial, levando & perda de tolerancia imune aos antigénios
intestinais. A genética do paciente pode influenciar a composi¢do microbiana do intestino
ou a resposta imunitaria de afetar o patogénese da doencga (Adaptado de Ahmed et al.,
2016).

A inflamacéo ndo tem um papel decisivo no desenvolvimento do cancer de colon

é detectavel muitas

décadas antes do desenvolvimento de tumores, demonstrando sua relacdo direta com

a tumorigénese. Ademais, o risco de CAC esta diretamente relacionado com a

severidade e longevidade da doenca (Grivennikov, 2013). Estudos clinicos ja

demonstraram essa relacdo de risco, podendo este chegar a ser 2-8 vezes maior para

pacientes com DIl quando comparados a pacientes saudaveis (Clapper et a., 2007).

A CU, por exemplo, aumenta o risco de desenvolver cancer de colon associado a
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colite em 18-20%, enquanto que a DC aumenta o risco em 8% apos 30 anos de
doenca ativa (Rubin et al., 2012; Eaden et al, 2001).

A CAC apresenta uma sequéncia de eventos moleculares que a diferencia da
CRC e, dessa forma, pode afetar a busca de alvos moleculares quimiopreventivos
especifico para cada doenca. Embora existam similaridades entre as duas, uma das
principais diferencas moleculares entre os dois tipos de neoplasias esté relacionado
ao momento em que as mutacdes em determinados genes ocorrem (Clapper et al.,
2007). A mutacdo no gene APC (Adenomatous Polyposis Coli) ocorre principalmente
no inicio da CRC, ao contrario do que € visto na CAC, na qual a mutacéo desse gene
s6 é vista em momentos tardios do processo (em displasias de alto grau e canceres)
(Fogt et al., 1998). Ja a mutacado ou perda de heterozigosidade de p53 e mutacdo em
K-Ras, por exemplo, séo vistas frequentemente na mucosa inflamada e displésica, ou
seja, em etapas iniciais do processo, ao contrario do visto em CRC (adenomas e
adenocarcinoma) (Hussain et al., 2000; Foersh et al., 2012) (Figura 15).

Além das alteracbes gendmicas e do estresse oxidativo causado pela
inflamacao, citocinas inflamatoérias, quimiocinas e fatores de transcri¢éo inflamatorios
também tém grande influéncia no processo de CAC, principalmente em modelos
animais que utilizam AOM/DSS (azoximetano/ sulfato de sodio dextran) (Foersch et
al., 2012).

PS3 mutation
P53 LOH
] | DNA repair

v
[ 2 ROS, a inflammation

K-Ras ‘ APC mutation

I TNFo, 1 STAT3 mutations GSK3p mutation

1 NFB

High grade Carcinoma
dysplasia

Normal Colitis - Indefinite
colon Diagnosis of 1BD dysplasia
Figura 15. Progresséo da carcinogénese de colon associado a colite (CAC). A CAC
se desenvolve a partir da sequéncia colite-displasia-carcinoma associado com o
desenvolvimento da inflamcéo, displasia de baixo e alto grau e, eventualmente,
carcinoma, devido a alteragdes moleculares. IBD, doenca inflamatéria intestinal; ROS,

espécies reativas de oxigénio (Adaptado de Van Der Kraak et al., 2015).
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Outro fator relevante para o desenvolvimento de CAC € a microbiota intestinal,
visto que podem apresentar fungdes pro-inflamatérias ou anti-inflamatoérias
(Grivennikov, 2013). As conclusdes preliminares que existem foram tiradas a partir de
estudos com animais infectados experimentalmente, os quais tem mostrado que
componentes patogénicos e/ou comensais da microbiota intestinal tem um papel
decisivo na patofisiologia da DIl podendo, em certos casos, serem promovidos pela
predisposicao genética do paciente devido a deficiéncia imunolégica (Nell et al., 2010).

Apesar da incidéncia dessa doenca ser maior em regiées mais desenvolvidas
do mundo (América do Norte, Europa, Australia e Nova Zelandia), a partir do inicio do
século 21, observou-se um aumento na incidéncia em paises em desenvolvimento
(paises da Asia, América do Sul e Oriente Médio) (Kaplan, 2015). A epidemiologia da
DIl no Brasil € muito pouco conhecida, porém, um estudo realizado no Centro-Oeste
Paulista, demonstrou que a incidéncia de DIl foi de 1 em cada 100.000 habitantes
entre 1986 e 1990. Enquanto que entre 2001 e 2005, a incidéncia da colite ulcerativa
e doenca de Chron aumentou para 4,5 e 3,5 em cada 100.000 habitantes,
respectivamente (Victoria et al., 2009). Devido ao risco eminente de desenvolvimento
do cancer de colon nesses pacientes, diversos estudos epidemiologicos e
experimentais tém sido utilizados para elucidar essa relagdo e buscar formas de

reduzir o risco de desenvolvimento de CAC.
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5. Modelos animais de carcinogénese quimica de colon
5.1 Modelo de cancer de co6lon esporadico (CRC)

Diversos modelos de carcinogénese de coélon foram desenvolvidos com o
objetivo de se estudar a influéncia de fatores ambientais e da dieta, as opc¢des
terapéuticas e a quimioprevencdo com substancias naturais ou sintéticas. Por
exemplo, o uso de animais geneticamente modificados € uma opc¢éo promissora para
se estudar casos de cancer hereditario, como a Polipose Adenomatosa Familial (FAP)
e Sindrome Hereditaria N&o-Poliposa Familial (HNPCC), as quais apresentam
mutacdes em genes especificos. Diversas linhagens de camundongos com mutagfes
em diferentes cédons de APC e em genes de reparo de DNA, como o MIh1, j& foram

desenvolvidas (Femia e Caderni, 2008; Perse e Cerar, 2011).

Além do modelo que se utiliza de animais geneticamente modificados, existe
também o modelo de indu¢édo quimica, o qual se utiliza de carcinégenos especificos
para a inducdo de lesdes pré-neoplasicas que levam ao cancer. Na inducdo da
carcinogénese quimica de colon, pode-se usar: 1. metilazoximetanaol (MAM), 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) e azoximetano (AOM); 2. aminas heterociclicas (HCAs), como
o [4,5,b] piridina 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol (PhIP); 3. aminas aromaticas, 3,2’-
dimetil-4-aminofenil (DMAB); e os 4. alquinitrosamidas, como a metilnitrosoureia
(MNU) (Tong et al., 2011). Dentre todas essas, as mais comumente utilizadas s&o a
1,2-dimetilhidrazina (DMH) e o seu metabdlito, o0 azoximetano (AOM), devido ao baixo

custo, maior eficacia e uso mais conveniente (Perse e Cerar, 2011).

A DMH e o AOM séao carcindgenos indiretos, pois precisam de ativacado
metabdlica para se formar o ion metildiazénio ativo, uma espécie alquilante altamente
reativa as bases do DNA. (Sohn et al., 2001; Perse e Cerar, 2011). O metabolismo
desses compostos envolve a acdo de mdltiplas enzimas metabolizadoras de

xenobiodticos (Rosenberg et al., 2009) (Figura 16).
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Figura 16. Metabolismo do DMH. Esse metabolismo envolve a acdo de multiplas enzimas
metabolizadoras de xenobidticos reguladas transcricionalmente (Rosenberg et al., 2009)

No figado, a DMH passa pelo processo de N-oxidacéo e forma o AOM, o qual,
apos hiroxilacéo, leva a formacao do metilazoximetanol (MAM). MAM é um composto
instavel e com meia vida de aproxidamente 12h. No cdélon, ele se decompde e forma
o formaldeido e o ion metildiazénio, altamente reativo, capaz de alquilar bases de
DNA, resultando na formacédo de adutos de DNA, como a Os-metilguanina e N7-
metilguanina. Dentre essas, Os-metilguanina é a que mais contribui para a
carcinogénese de célon, a partir da indugdo a mutac6es em oncogenes e iniciacdo da

tumorigénese (Rosenber et al., 2009; Megaraj et al., 2014).

Apesar de a maioria dos estudos colocar o figado como o metabolizador central
nesse processo, a ideia de que a metabolizacdo do DMH e seus metabdlitos ocorrem
também no célon data da década de 80 a partir de estudos in vitro (Auturp et al., 1980;
Newaz et al., 1983; Oravec et al., 1986). O estudo de Megaraj e colaboradores (2014)
conseguiu demonstrar que a carcinogénese de célon induzida pelo AOM é resultado
da metabolizacdo dessa droga por enzimas tanto do figado quanto do célon (Megaraj
et al., 2014).
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De forma geral, esses modelos (DMH e AOM) permitem a observacéo de
diversas caracteristicas importantes para o CRC esporadico tais como: a resposta a
agentes promotores e preventivos (Femia e Caderni, 2008; Perse e Cerar, 2011), a
ativacdo da via Wnt, as mutacdes nos genes APC e K-RAS e, principalmente, o
desenvolvimento de lesdes especificamente no célon (Femia et al., 2010). Além disso,
os padrdes histoldgicos de tumores e a sintese de mucina no colon sdo semelhantes,

tanto em roedores quanto em humanos (Tanaka, 2009).

No entanto, algumas diferencas também s&o observadas na comparacao entre
os modelos murinos e as ocorréncias observaveis em seres humanos. Como exemplo,
pode-se citar o desenvolvimento da sequéncia adenoma-adenocarcinoma a partir de
polipos benignos em humanos. No caso de roedores, essa sequéncia nhao é
observada, visto que os tumores se desenvolvem a partir da mucosa lisa (Maskens,
1981). Porém, eventualmente, ha também o desenvolvimento de adenomas (Sunter
et al; 1978), o que faz com que esse modelo sustente a ideia da progressao adenoma-
adenocarcinoma (Tanaka, 2009). Outro ponto que diferencia a carcinogénese de
c6lon humana da carcinogénese de roedores € o fato de as metastases humanas
serem linfaticas (50%) e hematogénicas (33%). JA em roedores, a ocorréncia de

metastase € baixa, sendo observada na regido linfatica e peritoneal (Tanaka, 2009).

A utilizacédo desses dois carcinégenos permite o desenvolvimento de modelos
tumorais de forma similar ao CRC esporadico em humanos (Femia e Caderni, 2008).
Por conta desse fato, esses modelos tornam-se ferramentas importantes para
identificacdo e avaliacdo do potencial quimiopreventivo de diversos compostos

naturais e sintéticos (Sohn et al., 2001).

5.1.2 Focos de Criptas Aberrantes (FCA)

Biomarcadores relacionados ao cancer podem ser definidos como aqueles que
apresentam caracteristicas fenotipicas ou genotipicas que se alteram durante a
carcinogénese e/ou durante a resposta a algum agente quimiopreventivo ou
intervencdo terapéutica (Das et al., 2007). Dessa forma, lesdes pré-neoplasicas
podem ser utilizadas como biomarcadores para avaliar o desenvolvimento do cancer
de cdlon ou identificar moduladores da carcinogénese em estudo de curto ou medio
prazo (Bird, 1987).
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Os focos de criptas aberrantes (FCAs) foram inicialmente descritos por Bird
(1987) e sua presenca esta principalmente associada com o cancer de célon. Os focos
de criptas aberrantes (FCA) sao lesdes precoces, caracterizadas por agrupamentos
de células epiteliais alteradas da mucosa que representam criptas intestinais com
paredes mais amplas e espessas (hiperplasia) do que as criptas intestinais normais e
que podem progredir para pélipos, seguidos de adenomas e adenocarcinomas
(Cappell, 2008).

Essas lesbes foram inicialmente observadas no célon de roedores tratado com
agentes quimicos para a carcinogénese de colon e, posteriormente, em pacientes de
alto risco para cancer esporéadico e hereditario (Renahan et al., 2002). Por conta dessa
caracteristica, muitos estudos tém considerado os FCA como sendo lesdes pré-
neoplasicas precursoras do desenvolvimento da neoplasia de célon em roedores e
humanos (Bird, 1987; Pretlow et al., 1991; Worthley et al., 2007) (Figura 17).

Figura 17. Foco de Cripta Aberrante (FCA)

com nove criptas aberrantes.

Os FCA podem ser identificados microscopicamente na superficie da mucosa
do célon apés a coloragdo com azul de metileno (Bird, 1987; Aroc et al., 2010; Perse
e Serar, 2011). Em humanos, elas podem ser identificadas pela colonoscopia de alta
resolucdo (Alwari et al., 2006). S&o utilizadas como biomarcadores potenciais para
deteccdo de fatores de risco e de protecdo que influenciam a carcinogénese de célon
em ratos e camundongos iniciados com carcinégenos quimicos especificos (Colpert e
Pierre, 2005). Portanto, a andlise de FCA e de tumores colbnicos se tornaram
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ferramentas importantes em estudos de quimioprevencao, tendo sido utilizados em
diferentes estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa (Dias et al., 2006, 2010;
de Moura et al., 2012; da Silva et al., 2013; Fragoso et al., 2013; Romualdo et al.,
2015).

5.2 Carcinogénese quimica de co6lon associado a colite

Mesmo com todos os esforcos para a melhora no monitoramento e tratamento
da doenca inflamatoria intestinal (DIl), a efichAcia dos mesmos ainda é bastante
controversa (Rutter et al., 2006). Limitacdes na préatica clinica demonstram a
importancia da necessidade de intervencdes quimiopreventivas em pacientes com
Doenca de Chron (DC) e Colite Ulcerativa (CU) (Clapper et al., 2007). Dessa forma, a
busca por modelos experimentais confiaveis, reproduziveis e clinicamente relevantes
aos humanos e que mimetizem a DIl s&o de extrema importancia para o entendimento
da progressédo da doenca e para a busca de novas estratégias de inibicdo tumoral
(Clapper et al.,, 2007). Atualmente existem diversos modelos experimentais
disponiveis para DIl, sendo classificados de acordo com a maneira de inducédo da
doenca (Clapper et al., 2007; Neurath, 2012).

O modelo classificado como espontaneo apresenta mutacdes em genes
especificos que causam a inflamacgé&o cronica do intestino, como no usado no sagui
cabeca de algodao (cotton-top tamarin). O modelo de transferéncia de células T
(CD4+ ou CD8+), altamente reproduzivel, é feito em animais imunocomprometidos e
€ ideal para entender a inflamacao intestinal crénica dependente de células T. Ha
também os modelos genéticos que utilizam animais transgénicos ou knockout e sao
usados para avaliar o desenvolvimento da inflamacéo intestinal e estudar intervencdes
terapéuticas (camundongos IL-7 e STAT4 transgénicos e IL-10 knockout) (Neurath,
2012).

Ja o modelo de inducdo quimica da colite utiliza substancias como o DSS
(sulfato de sédio dextran), TNBS (acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico) e oxazolona
(Neurath 2012, Thaker et al, 2012; Clapper et al., 2007). O TNBS exibe resposta
imunologica Thl; a oxazolona, Th2; e o DSS, induz mudancas no perfil de citocinas
Th1/Th2 (Randhawa et al., 2014). O uso desses compostos isoladamente necessita

de um tempo maior para se observar a formacgao de tumores (Clapper et al., 2007).
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Dessa forma, sédo geralmente utilizados em associagdo com carcin6genos quimicos,
como o0 azoximetano (AOM) e 1,2-dimetilhidrazina (DMH) para reduzir o tempo e o

custo dos experimentos.

Dentre esses compostos, um dos mais utilizados é o modelo com DSS (Suzuki
et al., 2006; Neufert et al., 2007; Tanaka et al., 2008), devido ao fato de induzir o
aparecimento de diversas caracteristicas fenotipicas relevantes para a colite
ulcerativa (Clapper et al., 2007). Esse modelo foi inicialmente descrito por Okusa e
colaboradores (1985) e adaptado por Okayasu e colaboradores (1990) e Clapper e
colaboradores (2007). Okayasu e colaboradores (1990) observaram que o tratamento
com DSS causa mudancas inflamatérias na mucosa do colon, resultado da disfuncao

de macrdéfagos, alteracdo na microbiota e efeitos toxicos no epitélio.

Geralmente, a CAC é induzida por uma injecao peritoneal ou subcutaneas de
AOM (7,4-10 mg/kg) seguido de ciclos de DSS (Clapper et al., 2007; Tanaka et al.,
2003). O DSS é diluido em agua em concentracfes que variam de 1-5% e seu
tratamento é seguido por intervalos de tratamento com agua néo tratada (1 ciclo = 3-
7 dias de DSS seguidos de agua de beber ndo tratada, totalizando 21 dias) (Tanaka
et al., 2003; Clapper et al., 2007).

Um estudo realizado por Suzuki e colaboradores (2006) analisou as diferencas
entre as diferentes linhagens de camundongos submetidos ao modelo de CAC
utilizando o modelo de AOM/DSS. Eles observaram que algumas linhagens se
apresentaram mais resistentes (C3H/HeN e DBA/2N) ao modelo que outras (Balb/c e
C57BL/6N).

Como todos os CRC, incluindo CAC, desenvolvem-se partir da exposicao
cronica a agentes mutagénicos e/ou carcinogénicos, uma dose Unica e baixa do
carcindgeno AOM é necessaria para a iniciacdo seguido dos ciclos de DSS para a
obtencéo de neoplasias ao final de 20 semanas (Tanaka et al, 2003). O motivo pelo
qual ndo se usa uma alta dose de AOM € porque no modelo de AOM/DSS, a intencao
€ se obter tumores provenientes apenas da inflamacgédo. O AOM é usado para acelerar
0 processo, iniciando o dano ao DNA. Como as linhagens de animais também podem
influenciar na resisténcia ou susceptibilidade ao modelo (Suzuki et al.,2006), sugere-
se o desenvolvimento de um experimento piloto para adequar a dose de AOM e a
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concentracdo e numero de ciclos de DSS para a linhagem escolhida (Clapper et al.,
2007).
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6. Hipotese do Trabalho

Considerando o crescente consumo da populacdo brasileira de produtos
alimentares contendo acai e mediante os resultados promissores obtidos em estudos
anteriores do grupo de pesquisa (Fragoso et al., 2013; Romualdo et al., 2015), decidiu-
se analisar o efeito da ingestdo da polpa de acai liofilizada sobre o processo de
carcinogénese de coélon acelerada pela colite quimica e o efeito da cianidida 3-
rutinosideo, porcao polifendlica mais abundante na polpa em questdo, em um estudo
de motilidade celular com células de adenocarcinoma de coélon humano RKO.
Diferentemente dos estudos anteriores, que utilizou a polpa de acai spray dried (seca
por aspersdo), a polpa de acai liofilizada foi utilizada por apresentar alto grau de
pureza, auséncia de compostos aditivos e por apresentar alto teor de antocianinas e

maior teor catorendides quando comparada com a polpa utilizada anteriormente.

Dessa forma, a hipétese desse trabalho € de que a ingestédo da polpa de acai,
alimento funcional com propriedades antioxidantes, atuaria no controle do estresse
oxidativo, levando a redugcéo do desenvolvimento de Focos de Criptas Aberrantes
(FCA) e de tumores no c6lon no modelo de carcinogénese de c6lon associado a colite.
Além disso, a partir da restauracdo do equilibrio oxidativo, genes envolvidos em
proliferacdo, morte e diferenciacdo celular, angiogénese e capacidade de invasao

seriam modulados quanto a sua expressao.
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1. Objetivo

Estudar o efeito protetor da ingestdo polpa liofilizada de acai (Euterpe oleraceae

Mart.) na carcinogénese de célon associada a colite em ratos Wistar.

1.1 Objetivos especificos

% Auvaliar o efeito preventivo da ingestdo da polpa liofilizada de acai sobre o
desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas e tumores de célon na
carcinogénese de célon associada a colite em ratos Wistar;

% Auvaliar o efeito da fracdo polifendlica do acai (cianidina-3-rutinosideo) em
células de adenocarcinoma de c6lon humano (RKO) quanto a reducdo da
motilidade celular;

% Avaliar o efeito quimiopreventivo da ingestdo da polpa de acai sobre a

expressao génica em tumores de célon.
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ABSTRACT

Acai (Euterpe oleracea Martius) is a native fruit of the Amazon region, widely consumed
in Brazil and worldwide. The beneficial effects of its consumption have already been
demonstrated in several in vivo and in vitro studies. The objectives of this study was to
evaluate the protective mechanisms of lyophilized acai pulp (AP) intake in a colon
carcinogenesis model associated with colitis in rats and to analyze the effect of cyanidin
3-rutinoside in the motility of colon adenocarcinoma cells using the wound healing assay.
Male Wistar rats were randomly assigned to four groups that received: (G1) basal diet
(n=20); (G2) basal diet containing 0.2% NAC (N-acetylcysteine, a chemopreventive
control) (n=15); (G3 and G4), basal diet containing 5.0% or 7.5% of lyophilized AP,
respectively (n=20). At weeks 1 and 2, rats received 4 doses of 1,2-dimethylhydrazine
(DMH, twice a week). Two weeks after the administrations of DMH, acute inflammation
was induced using 2,4,6-trinitrobenzene acid (TNBS). At week 3, dietary interventions
were introduced. The cyanidin 3-rutinoside modifying effects (C3R, 25 and 50 yM) were
investigated in cell motility in human RKO adenocarcinoma cells. This cyanidin was
chosen based on the data for the anthocyanin profile analysis performed by high
performance liquid chromatography (HPLC). First, the results showed that C3R (25 uM),
the main anthocyanin identified in lyophilized AP, tended to reduce the motility of RKO
cells, as analyzed by the cell motility assay. Second, ingestion of lyophilized AP reduced
the total number of aberrant crypt foci (ACF) and the ACF multiplicity (ACF with 1-4 crypts
and ACF> 10 crypts), tumor cell proliferation and incidence of tumors with high grade
dysplasia. Third, lyophilized AP modulated the expression of six genes: five upregulated
(Akt3, Dlcl, Ffar2, Vegfd, Ppara) and one downregulated (Msh6) involved in different
cancer mechanisms of action. Thus, the results indicate that the ingestion of lyophilized
AP shows antitumor activity in the colonic carcinogenesis model associated with colitis in
rats. In addition, these results confirm, for the first time, the beneficial action of lyophilized
acai pulp in the proposed model based on macroscopic, microscopic and molecular
analysis.

Key words: acai fruit powder, colon carcinogenesis, acute inflammation, prevention.
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INTRODUCTION

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common neoplasia in the industrialized
world (GLOBOCAN, 2012). In Brazil, the estimative of news cases for 2016 is
approximately of 16,660 for men and 17,620 for women (INCA, 2016). Risk factors for this
type of cancer are mainly related to life style and dietary habits as indicated by
epidemiological and experimental evidences (Bingam et al., 2013; Lofano et al., 2012).
This malignance can arise sporadically, hereditarily or on the background of inflammatory
bowel disease (IBD) (Das et al., 2007).

Due to its high incidence in human population, a lot of public effort has been made
towards a way to reduce or reverse the CRC development using preventive strategies,
especially the use of naturally occurring compounds (Das et al., 2007; Moshkowitz, 2011,
Paz et al, 2015). Thus, to better analyze the CRC development and the biological effects
of pharmacological or natural products, rodent models of CRC with or without an IBD
background are a suitable and useful option for cancer prevention studies (Clapper et al.,
2007; Das et al., 2007; Femia et al., 2008; Brenna et al., 2013).

Acai (Euterpe oleraceae Martius) is a dark purple, berry-like fruit that grows in a
large palm tree indigenous to South America, including the Brazilian Amazon floodplains
(Rodrigues et al., 2006; Schauss et al., 2006). It is consumed all over Brazil, but especially
in the Northern region, where its consumption can reach up to 2L/d (Kahyat, 2005). A
recent study showed that acai is one of the major dietary contributors for the antioxidant
capacity in the Brazilian dietary regimen (Torres e Farah, 2016). Thus, this fruit has
received a lot of public attention due to its antioxidant and anti-inflammatory properties
and it is usually known as “super fruit” (Schauss et al., 2006a, b; Mertens-Talcott et al.,
2008; Spada et al., 2009; Udani et al., 2011; Pereira et al., 2016; Machado et al., 2016).

Several studies have already identified the phytochemical composition of this
berry-like fruit (Schauss et al., 2006; Pacheco-Palencia et al., 2008; Silva et al., 2013;
Cardoso et al., 2015; Romualdo, et al., 2015) which suggested that its biological properties
are due to the presence of anthocyanins, especially cyanidin 3-glucoside (C3G), cyaniding
3-rutinoside (C3R), and carotenoids (Spada et al., 2008; Géuvea et al., 2012; Zielinski et

al., 2014; Romualdo, et al., 2015). Anthocyanins are glycosides of anthocyanidins
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responsible for the dark purple color of acai fruit as well as by its antioxidant activity
(Yamaguchi et al., 2015). Also, the potential anti-tumor activity of acai fruit intake and its
main anthocyanins have been evaluated in different in vivo and in vitro bioassays (Chen
et al., 2006; Stoner et al., 2010; Pacheco-Palencia et al., 2010; Fragoso et al., 2012;
Fragoso et al., 2013; Silva et al., 2014; Romualdo et al., 2015).

Besides anthocyanins, acai fruit also possess high amounts of carotenoids
(Romualdo et al., 2015). Together with anthocyanins, carotenoids are one of the major
classes of plant pigments (Silva et al., 2013). They are liposoluble pigments, classified as
carotens, xantophils or lycopene and known to have potential antioxidant property
(Tapiero et al., 2004; Milani et al., 2016).

Considering the increased consumption of acai fruit pulp in Brazil and worldwide
and the lack of mechanistic studies on its anti-tumor property in chemically induced rodent
cancer models, the present study was carried out to determine as the lyophilized acai fruit
(AP) intake is efficacious in reversing the chemically-induced colon carcinogenesis

associated with acute inflammation insult.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals and Compounds

1,2-Dimethylhydrazine hydrochloride (DMH), N-Acetyl-L-cysteine (NAC) and 2,4,6-
Trinitrobenzenesulfonic acid solution (TNBS) were obtained from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Cyanidin 3-rutinoside chloride (C3R) (purity: 298%; Molecular weight:
630.98; Molecular formula: C27H31ClO15) was obtained from Santa Cruz Biotechnology
(CAS 18719-76-1), diluted in 1.6 mL of nuclease-free water to give a final concentration
of 1 mM and stored at -20°C prior to use. Acai pulp was harvested from Belém- PA (Brazil)
and samples were lyophilized by Liotécnica Food Technology (Embu das Artes-SP,

Brazil).
Experimental Design

All experiments were conducted in accordance with the Ethical Principles for
Animals Research adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA).



Artigo cientifico

The experimental protocols were approved by the local University Ethics Committee for
Animal Research (protocol number CEEA 1041-2013). Eighty male Wistar rats, 6-week
old were randomly allocated into 4 groups (Figure 1): G1: DMH + TNBS [2,4,6-
trinitrobenzene acid] + basal diet; G2: DMH + TNBS + basal diet containing 0.2% NAC
[N-acetylcysteine, a positive control]; G3: DMH + TNBS + basal diet containing 5%
lyophilized agai pulp (AP); G4: DMH + TNBS + basal diet containing 7.5% AP. Two weeks
after the last DMH administration, experimental diets were introduced. Acute colitis was
carried out by administering 10 mg of TNBS dissolved in 0.25 ml of 50% ethanol (v/ V) in
the middle colon (Luchini et al., 2008) as a model for Crohn’s disease and to accelerate
the colon carcinogenesis process (Santiago et al., 2007). Forty-eight hours after colitis
induction, some 5 animals (n=5 each group) were euthanized for the confirmation of the
inflammatory process (macroscopy and histology) (Table 2S). At the end of 25 weeks, the
remaining animals were euthanized and macroscopically identified colon tumors were

measured and sampled (histology, immunohistochemical and gene expression).

Experimental Diets

Different experimental diets were used: (1) a cereal-based commercial rodent diet
(Nuvilab-CR1, Nuvital-PR) (2 and 3) commercial diet containing 5.0% (50 g/kg chow) or
7.5 % (75 g/kg chow) of lyophilized acai pulp (AP) (Liotécnica - Food Technology) or (4)
0.2 % (0.2g/kg chow) of N-acetylcysteine (NAC - Sigma-Aldrich, USA), an antioxidant and
anticarcinogenic agent (Seril et al., 2002; Amrouche-Mekkioui and Djerdjouri, 2012). After
complete homogenization and humidification performed in industrial mixer (CAF model
M60), experimental diets were pelleted in feed pelleting machine (Chavantes— PR, Brazil),
for dry ventilation and packed in plastic bags previously identified and kept under
refrigeration. Food cups were replenished with fresh diet twice a week. The animals

received filtered water and food ad libitum.
Chemical analysis of lyophilized agai pulp (AP)

AP analysis was performed in triplicate. The moisture content (AOAC Official
Method 934.01), ash (AOAC Official Method 942.05) and protein content (AOAC Official
Method 984.13 thousand) were determined by multiplying the nitrogen content by the
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conversion factor 6.25 (AOAC, 2006). The lipids were determined by the method
proposed by Bligh and Dyer (1959) and total dietary fiber was determined according to
AOAC Official Method 985.29 (AOAC, 2006). Available carbohydrates were calculated by
the difference [100 - (% protein + % fat + % humidity + % ash + % of dietary fiber)]. The
amount of anthocyanin in the experimental AP was determined according to Hendry and
Houghton (1992) and Francis (1982) protocols. The absorbance was measured by
spectrophotometer type UV/vis GBC911A (450 and 600 nm); the reference used was an
ethanol-HCI 1.5N solution (85:15); and the extinction factor was 98.2 cm- (mg/ml)1. Using
this analytical method, it was determined that 100g of dehydrated lyophilized agai pulp
and contained 1.23 mg of anthocyanins.

Anthocyanin extraction was performed using 10 mg of sample and 10 ml of acidified
methanol solution with formic acid (1:9 v/v) in an ultrasonic bath, followed by centrifugation
until solution discoloration (Brito et al., 2007). An aliquot of 400 pL was dried and 100 pL
of extract was diluted in a solution of 5% formic acid in water:methanol (90:10). The
analyzes were performed in triplicate in Waters Alliance 2695™ system with a Waters™
2996 diode array detector, column Thermo Scientific™ BDSC18 (100 mm x 4.6 mm, 2.4
mm), flow rate of 1.0 mL min-1, temperature of 40°C column, injection volume of 20 puLand
gradient of elution with acetonitrile and formic acid (Gouvea et al.,, 2015). The
guantification of anthocyanins was performed by external standardization.

The quantification and characterization of carotenoids was performed according to
Rodrigues-Amaya (2001). About 2-5¢g of the matrix was weighed and then macerated in
porcelain crucibles with 3 g of celite and 50 mL of acetone. The sample was vacuum
filtered on a sintered glass funnel plate. The acetone extract was transferred to a funnel
containing 50 mL of petroleum ether and washed with 300 mL of ultrapure water. The
ether extract was filtered with anhydrous sodium sulfate and 100 mL was collected in a
flask and filled with petroleum ether. The total carotenoid level in the sample was
determined by spectrophotometry at 450 nm (Shimadzu UV-1900, Shimadzu, Japan). The
carotenoid profile was determined in an aliquot of 1 mL. The sample was dried under a
stream of nitrogen and dissolved in 100 mL of acetone. The solution was homogenized
for 10s and then taken to HPLC analysis. Water/HPLC system controlled by Empower

software and Waters™ diodes 996 array detector was used. The separation of
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carotenoids was performed using a C30 column (S -2 carotenoid, 4.6 mm x 250 mm,
YCM), with the gradient elution of methanol and methyl tert-butyl ether. The flow rate was
0.8 mL mint and race 28 min. The sample injection volume was 15 pL. Carotenoids were
identified based on their retention time and UV absorption spectrum/Vis compared with

the patterns of carotenoids retention time.
Histological processing and immunohistochemistry protocol

At the end of the experiment, colons were removed, washed with saline solution to
remove fecal residues. Colon tumors were sampled for molecular analysis and the
remaining colon was and immersed in 10% buffered formalin for 24 h at room temperature.
After fixation, swiss-rolled colons were paraffin embedded and sectioned for histological
evaluation in hematoxylin-eosin (HE) staining and for immunohistochemical reactions for

Ki-67, B-catenin and Conexin43 (Cx43), as previously described (Fragoso et al., 2013).
Aberrant Crypt Foci (ACF) analysis

Stereoscopic analysis of classical ACF was realized in colon whole mounts stained
with 1.0% methylene blue dissolved in phosphate-buffered saline (PBS) (Dias et al., 2010;
Moura et al., 2012). ACF were identified according to Bird’s criteria (Bird and Good, 2000).
The number of ACF with 1-3, 4-10 and >10 aberrant crypts (ACs), as well as the number

of total ACs and total ACF were analyzed.
Apoptosis, Ki-67, B-catenin and Conexin43 analysis

The apoptosis index (Al%) was evaluated in colon tumor sections HE-stained (5
tumors/group), calculated as followed: Al% = number of apoptotic cells divided by total
cells counted and multiplied by 100. Cell proliferation index was calculated using Ki67
labeling index (Ki-67 L1%), by the percentage of marked cells divided by total cells counted
and multiplied by 100. Tumor cells were scored as positive or negative for membranous,
cytoplasmatic and nuclear immunostaining of B-catenin and Cx43 and compared with

adjacent non-altered colonic crypts (Buhmeida et al., 2008; Kanczuga-Koda et al., 2010).

Histopathology analysis and tumor volume
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The tumor volume was calculated based on the following equation L (length) x W
(width) x H (height) x C (constant), where C = 11/6 (1r = 3). This formula was chosen for
representing the actual mass (and volume) of a wide spectrum of tumor shapes and sizes,
after a comparison with 19 other formulas (Tomayko and Reynolds, 1989). Macroscopic
tumors and Swiss-rolled (2 to 3.2-mm width segments) colon sections stained with
hematoxylin-eosin (H&E) were used to determine the morphological type of tumors by
histopathological examination. Tumors were evaluated based on the histotype, grading,
pattern of growth and dysplasia (high and low) in a blinded manner as described

previously (Hamilton and Aaltonen, 2000).
Tumor RNA extraction

Approximately 30 mg of each tumor sample was homogenized in 1 mL QIlAzol
(QIAGEN, Crawley, UK) using a homogenizer (Biospec Products, INC., Bartlesville, OK
74005). RNA fractions were isolated separately using a commercial column-based system
following the manufacturer’s instructions (QIAGEN RNeasy® Mini Kit, QIAGEN Inc. USA
Valencia, CA - USA). Quantitative and qualitative analysis was realized using NanoVue
spectrophotometry (GE Healthcare UK Limited, UK) (Abszeo/280 value of 1.95 + 0.19) and
the Agilent 2100 Bioanalyzer (RIN value of 8.89 + 1.0), respectively. The remaining RNA

was stored at -80°C until further use.
cDNA synthesis and TLDA Array

Up to two micrograms of total RNA was used for cDNA synthesis with MultiScribe ™
Reverse Transcriptase (Applied Biosystems, USA). RNA expression profiles were
compiled using a 96-well TagMan® Array Cards (TAC)-based real-time polymerase chain
reaction (PCR). The custom TAC consisted of a colon plates assessing 96 (91 targets and
5 endogenous) genes involved in regulation of cell proliferation and differentiation, self-
sufficiency in growth signals, insensitivity to inhibitory growth signals, avoidance of
apoptosis, unlimited replicative potential, sustained angiogenesis and invasiveness
(metastasis). Five samples from each group were analyzed. Target genes were amplified
using the TagMan® Universal Mastermix Il (Life Technologies, USA) by a cycling protocol
of heat activation at 50°C for 1 min and denaturation at 95°C for 10 min followed by 40
cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 1 min. Fluorescence detection was performed on
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QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System (Life Technologies, USA). Relative
quantitation was calculated based on the 2-22C) method, using Expression Suite Software
v1l.1 and normalization was performed using three endogenous genes 18S, Actb and
Gusb.

Cell culture and Cell Viability

RKO human colon adenocarcinoma cells were obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC) and grown in Eagle’s Minimum Essential Medium (2,2 g/L
NaHCOz2, pH 7.2) (Fox Chase Cancer Center Cell Facility, USA) complemented with 10%
Fetal Bovine Serum (FBS), 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin. Cells were
cultured in T-75 plastic flasks (Corning Life Sciences, Asia Pacific) and grown at 37°C in
a 5% CO2 humid atmosphere. Once cells reached ~85% confluence, they were harvested
by trypsinization (0.25% trypsin, in Ca** and Mg** free PBS, pH 7.4) and seeded at

0.3x10° cells/well in 6-well plates, until a 95% confluent monolayer was obtained.

Tumor cells were cultured in triplicate for 24h (2x102 cells/well) in a 96-well plate to
analyze the cell viability using alamarBlue®. Protocol was developed according to the
manufacturer (alamarBlue® Cell Viability Reagent, Invitrogen, UK). Plates were scanned
using a microplate reader (Tecan) and Magellan software version 6.6. Cell viability was
determined by plotting normalized absorbance at 570 nm versus compound
concentration. Larger absorbance values correlate to an increase in total metabolic

activity from cells in the well.
Wound healing assay

Confluent tumor cells monolayers were scratched with a plastic tip across each
well. Debris and floating cells were removed and serum-free media was used to reduce
the chances of cell proliferation. Cells were treated with 25, 50 or 100 uM of C3R. Wound
closure was evaluated at 24 and 48h using a phase contrast Nikon Eclipse TE2000-U
inverted microscope, with a 20X objective, equipped with a Photometrics cool snap HQ
CCD camera. Images were acquired using MetaMorph version 6.2r6 software. A total of
eight pictures were assessed using Image J version 1.50b (https://imagej.nih.gov/ij/).

Statistical analysis
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Cell motility data was subjected to statistical analysis, using a normality test to
verify data distribution (Shapiro-Wilk, p<0.07) that showed a symmetrical distribution.
ANOVA analysis was used for repeated measures in time, followed by a Tukey's post hoc
test (SAS program, version 9.2). ANOVA was used for all the other parameters, except
for tumor incidence and tumor volume, when Chi-square/Fisher's exact test was used. P<

0.05 was selected as the criterion of significance.
RESULTS

Chemical composition of the lyophilized agai pulp (AP)

The chemical composition of lyophilized AP used here showed high levels of lipids
(47.36 £ 0.76 g/100) and total pectins (25.97 = 1.15 g/100g). Moisture, ash and protein
content was also analyzed (Table 1S). Furthermore, lyophilized AP proved to be a caloric
food (509.4 kcal/100g).

Characterization of anthocyanins presented in AP indicated that the most
abundant anthocyanin was cyanidin 3-rutinoside (C3R) (214.09 + 17:32 g/100q) (Figure
2A). Thus, the C3R was chosen for further in vitro assays. Besides, characterization of
carotenoids in lyophilized AP was realized as well (Figure 2B). As seen in Table 1, B-

carotene was found in greater amount (1908.5 + 24.4 mg/100g).
Low concentration of C3R interfere with tumor cell motility in vitro

To assess cell motility in RKO tumor cells treated with C3R, two time-points in the
same treatment were set (intragroup analysis): Oh to 24h, and 24h to 48h. Cell motility
was observed in all treatments (p < 0.001) during both time-points, although a reduction
in cell motility that approached statistical significance was observed in the RKO tumor
cells treated with 25 uM C3R after 24h of treatment (p=0.0579). To check if cell motility
differed among the treatments, comparisons were done between treatments and time-
points (intertreatment analysis). After 48h, RKO tumor cells treated with 25 uM C3R
exhibited a modest reduction in cell motility when compared to the untreated RKO cells (p
= 0.0584) and the RKO cells treated with 100 uM C3R (p= 0.0138). This result suggests
that the C3R at lowest concentration modestly delayed cell motility and was more efficient
than the highest concentration (100 uM) (Figure 3A).
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There are no significant changes in AlamarBlue® analysis in all treatment,
suggesting that C3R exposure exerted no influence on RKO cell viability (Figure 3B). This
finding indicated that the C3R present in lyophilized AP compound (at the tested

concentrations) did not exert cytotoxity on RKO tumor cells.

AP at 7.5% improved weight loss after induction of acute inflammation

No animals died despite the extensive loss of body weight and severe diarrhea
observed in the animals during the first days after induction of acute inflammation by a
single intrarectal TNBS administration. There was no statistical difference in the mean
values of body weight among the experimental groups (Table 2). Lower loss of body
weight was observed in group fed with lyophilized AP 7.5 % (G4) (p = 0.020) when
compared to control group (G1). Regarding the water and food intake, there was no
statistical difference among the experimental groups, indicating that the animals had
adequate acceptance of initial dietary interventions with 5.0 and 7.5 % lyophilized AP and
0.2%N- acetylcysteine (NAC, positive control) (Table 2). Acute inflammation generated a
lesion macroscopically characterized by an evident crust of necrotic tissue and
microscopically characterized by a coagulative necrosis process into site where TNBS
was instilled (Table 2S). No statistical difference among groups was seen for the macro
and microscopic evaluation of acute inflammation observed at 48 hours after TNBS
instillation (Table 2S).

AP feeding altered food and water consumption after colitis

There is no difference in body weight evolution among groups after colitis induction
(Table 3). Food and water intake after acute colitis induction was lower in the groups
treated with lyophilized AP (G3 and G4) compared to control group (G1) (p < 0.001).
Among the groups fed with lyophilized AP, food intake was lower in the group receiving
7.5% AP (G4) (p < 0.001) (Table 3). The average AP consumption in groups fed with 5.0
% and 7.5 % lyophilized AP was 0.994 + 0.18 and 1.44 + 0.25 g/rat/day, respectively
(Table 3).

AP intake reduced ACF development
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The groups fed with lyophilized 5.0 and 7.5% AP and 0.2% NAC (G2-G4) presented
a lower number of AC total compared to the control group (G1) (p<0.001). Total number
of ACF (p<0.001) was reduced in the group fed with 5.0% AP (G3) when compared to the
untreated one (G1). For ACF multiplicity, groups treated with AP 5.0 % (G3) and 0.2%
NAC (G4) demonstrated a reduction for ACF with 4-10 AC when compared to control
group (G1) (p<0.001). In addition, a reduction in the number of ACF with >10 AC was
observed in groups fed with AP 5.0 and 7.5% and NAC 0.2% (G2-G4) when compared to
control group G1 (p<0.001) (Table 4). Taking into consideration ACF location, the mean
number/group indicate a higher incidence of ACF in the middle colon (Table 4). Data also
indicate a reduction in ACF development in the middle colon, the TNBS instillation area,
in the groups fed with AP 7.5% (G4) when compared to control group (G1) (Data not

shown).

Tumor cell proliferation was modulated by AP intake

Both groups fed with 7.5% AP (G4: 59.88 + 14.84) and 0.2% NAC (G2: 57.34 +
15.39) presented a reduction in cell proliferation (Ki-67 L1%) in the colon tumors when
compared to control (G1: 71.24 £10.27) (p<0.001) (Figure 5). No difference was observed

for apoptosis index, conexin 43 or -catenin immunoexpression (Figura 4).

AP influenced tumor incidence

Histopathology of colon tumors showed no difference for mean number of tumors,
tumor multiplicity (Table 5) or tumor volume (Figure 2S). However, it was observed a
reduction in tumor incidence the group fed with AP 5.0% (G3) when compared to control
(G1) (p = 0.019). This reduction was observed in the incidence of colon tumors with high
grade dysplasia (13,16%) and consequently, an increase in colon tumors with low grade
dysplasia (86,84%) was observed in comparison to control group (G1) (Table 5).

Tumor gene expression was altered by AP feeding

From 91 gene in TLDA used here, six genes were differently expressed in colon
tumors from the groups fed 5.0 and 7.5% lyophilized AP and 0.2% NAC (G2-G4) in
comparison to the untreated group (G1) (Table 3S). The only downregulated gene was

mutS homolog 6 (Msh6), differently expressed in colon tumors from the group fed with
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5.0% AP (p=0.04). All the other altered gene were upregulated in the colon tumors from
the group fed with 7.5% AP. The genes upregulate in the 7.5% AP group are: peroxisome
proliferator activated receptor alpha (Ppara), AKT serine/threonine kinase 3 (Akt3), DLC1
Rho GTPase activating protein (Dlcl) and vascular endothelial growth factor D (Vegfd)
whereas the genes upregulated for 0.2% NAC are free fatty acid receptor 2 (Ffar2) and
Ppara (Figure 6).

DISCUSSION

The findings of the present study provide mechanistic evidence that lyophilized
acai fruit and its main phytochemical compound can reduce colon carcinogenesis
associated with acute inflammation in rats and cell motility on human RKO colorectal
tumor cells. First, our results show that the lowest concentration of cyanidin 3-rutinoside
(25 uM), the main anthocyanin identified in lyophilized AP, had a tendency in reducing cell
motility analyzed by the wound healing assay; Second, lyophilized AP intake reduced total
ACF and ACF multiplicity (ACF 1-4 crypts and ACF>10 crypts), tumor cell proliferation
and tumor incidence with high grade dysplasia; Third, Iyophilized AP modulated the

expression of six genes involved in different hallmarks of cancer.

Several studies have already identified the main components in Brazilian acai fruit,
including anthocyanins (Del-Pozo Insfran et al., 2004; Linchetenthaler et al., 2005;
Schauss et al., 2006; Gordon et al., 2012; Romualdo et al., 2015) and carotenoids (Souza
et al., 2009; Ribeiro et al., 2010; Romualdo et al., 2015). The chemical analysis
demonstrate that the lyophilized AP used in the in vivo experiment had high levels of
cyanidin 3-rutinoside (C3R) and cyanidin 3-glusoside (C3G). This finding is in agreement
to several others that report the same anthocyanins in acai pulp (Schauss et al., 2006b;
Pacheco-Palencia et al., 2008 and 2010; De Rosso et al., 2009; Gordon et al., 2012,
Romualdo et al., 2015). In addition, the amount of anthocyanins may vary among acai
samples used in different studies. Whereas lyophilized AP presented 324.19 mg/100g of
total anthocyanin, other groups obtained different values: 108.9 mg/100g (Souza et al.,
2009); 252.9 mg/100g (Ribeiro et al., 2010); and 358.85 mg/100g (Romualdo et al., 2015).
In contrast, the lyophilized AP used here also presented higher levels of carotenoids (4.23
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mg/100g) when compared to other studies using different acai samples: 1.02 mg/100g
(Spada et al., 2009), 0.52 mg/100g (Ribeiro et al., 2010), 1.12 mg/100g (Romualdo et al.,
2015).

The physicochemical analyses of lyophilized AP showed results that resemble
those obtained by Carvalho et al. (2016) for moisture, ash, lipid content and titratable
acidity (TA) (Table 1S). However, the lyophilized AP used here had higher protein content
(9.30 + 0.94) compared to the average of the three different acai genotypes previously
tested (Carvalho et al., 2016). In general, three reasons can explain this variability in
phytochemical composition of different acai samples: the first is related to the type of
product used in the studies (lyophilized, frozen, spray-dried pulp, in natura samples, etc.);
the other is due to genetic variability of Euterpe oleracea; the last one is related to the
ripening stage, climate, geographical location, growing conditions and post-harvest
handling (Yamaguchi et al., 2015; Carvalho et al., 2016).

In our previous study, we investigated the potential protective effect of a
commercial product formulated as a spray-dried acai pulp against sporadic cancer colon
development (Fragoso et al., 2013). This spray dried acai powder is rich in anthocyanins
but with varying amounts of maldextrin, used as a carrier agent in the industrial processing
(Tonon et al. 2010; Romualdo et al., 2015). However, lyophilized AP used here is a rich
source of anthocyanins as well but without food additives (Table 1). In fact, the high
concentration of anthocyanins in a lyophilized AP turns this product an excellent natural
source to obtain isolated standards of cyanidin 3-glucoside and cyanidin 3-rutinoside
(Gouvéa et al., 2012). Besides being rich in anthocyanins, lyophilized AP also present
higher levels of carotenoids when compared to the spray-dried acgai pulp previously tested
by us (Romualdo et al., 2015). Besides, one of the characteristics of lyophilized products
is the low moisture content, which prevents enzyme deterioration and growing of bacteria
and mold, providing a long shelf-life, better taste, texture and appearance (Oetjen and
Haseley, 2004).

Anthocyanins and carotenoids are compounds that belong to different classes of
phytochemicals: the first two are polyphenols that belong to the flavonoid subclass and

represent the anthocyanin group; the latest is a carotenoid, a liposoluble pigment found
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in plants, fungi, bacteria and algae and present in fruits, vegetables and fish (EI-Agamey
et al., 2004; Tapiero et al., 2004). The presence of anthocyanin and carotenoids in the
lyophilized acai pulp may be responsible for the its high antioxidant capacity (Schauss et
al., 2006a, b; Mertens-Talcott et al., 2008; Spada et al., 2009; Udani et al., 2011; Pereira
etal., 2016; Machado et al., 2016) and anti-tumor activity of acai (Chen et al., 2006; Stoner
et al., 2010; Pacheco-Palencia et al., 2010; Fragoso et al., 2012; Fragoso et al., 2013;
Santos et al., 2014; Romualdo et al., 2015).

The scratch assay is an easy and inexpensive test to analyze cell motility (Liang et
al., 2007). Its observation is based on a creation of an artificial gap (“scratch”), on a
confluent cell monolayer. This scratch will make the cells on the edge of the scratch to
move towards the scratch, closing it and reestablishing cell-cell contact again (Liang et
al., 2007). It can be used to analyze tumor cell motility, one of the main steps in the
metastatic process (Gupta and Massagué, 2006). Thus, the scratch assay was performed
to investigate if RKO cell motility can be modulated by the most abundant anthocyanin
present in the lyophilized AP used in the in vivo experiment: cyanidin 3-rutinoside (C3R).
A slightly reduction in cell motility was observed in the RKO cells treated with 25 uM C3R
after 24h of exposure. Even though without a significant difference, the lowest
concentration on C3R was more efficient in reducing RKO cell motility, indicating a

potential anti-metastatic feature of this anthocyanin.

Anthocyanins crude extract has showed efficiency at reducing CAL 27 oral cancer
cells motility (Fan et al., 2015). In this study, the authors tested different concentrations of
anthocyanin crude extract from black rice (Oryza sativa L.) whereas the lowest
concentration (100 pg/ml) reduced cell motility 6h after treatment. In our experiment, a
pure C3R was used at a lower concentration (-15.7 pg/ml), but it presented a tendency in
reducing cell motility of RKO human colorectal cancer cells. This suggests that C3R is a
compound with strong capacity of reducing cell motility, but its association with other
phytochemicals, like other polyphenols and carotenoids, for example, may increase this

antitumor activity.

Aberrant Crypt Foci (ACF) are preneoplastic lesions that can be easily identified in

whole-mount colon stained with methylene blue (Bird, 1987). AFC present genetic and
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epigenetic alterations that can also be observed in dysplastic lesions and CRC (Lopez-
Ceron and Pellise, 2012). Thus, they are usually used in study for screening effective

preventive agents in different models of colon carcinogenesis (Mori et al., 2005).

ACF with high AC number and multiplicity are more likely to progress to advanced
lesions in colorectal carcinogenesis (Takayama et al., 2005; Alrawi et al., 2006). The
findings of stereological analysis of ACF showed that the lyophilized AP reduced total
number of AC and ACF multiplicity as well as tumor incidence by reducing those with high
grade dysplasia. This results suggests that lyophilized AP intake attenuates the
promotion/progression of colon carcinogenesis associated to acute colitis, as previously
demonstrated (Choi et al., 2016). Besides acai, anthocyanins from different fruits have
been investigated for their chemopreventive potential against ACF development and
tumor progression (Hagiwara et al., 2002; Lala et al., 2006; Fragoso et al., 2013; Banerjee
et al., 2013).

One of the most fundamental traits of cancer cells involves their ability to sustain
cell proliferation (Hanahan and Weinberg, 2011). Our data has shown that intake of
lyophilized AP 7.5% decreased tumor cell proliferation when compared to the control
groups (G1). In our previous study, we also observed a reduction in tumor cell proliferation
in the group treated with 5.0% spray-dried AP (Fragoso et al., 2013). In contrast, we did
not observer any difference for the tumor apoptotic index for the groups treated with
lyophilized AP.

APC is an important negative regulator of the Wnt pathway and its main function
is related to its ability to control the intercellular levels of B-catenin protein (Zhan et al.,
2016). The increased levels of intercellular B-catenin augment the chance of its
translocation to the nucleus. In the nucleus, B-catenin forms an active complex with LEF
(lymphoid enhancer factor) and TCF (T-cell factor) from the displacement of the
TLE/Groucho complex and recruitment of histone modifying co-activators. This process
leads to the transcription of genes involved in cellular processes as cell proliferation,
differentiation, tissue homeostasis (MacDonald et al., 2009) and specification of cell fate
and maintenance of pluripotency (Tanaka et al., 2011). A high number of colon tumors
presented altered expression of B-catenin imunoexpression but without a clear difference

among groups. B-catenin pathway is involved in the colon carcinogenesis but neither gene
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expression (Ctnbb1, Gsk3b, Apc, Wnt) nor protein expressions were modified by AP and
NAC interventions.

DIcl is a gene that encodes for a Rho GTPase-activating protein (RhoGAP),
responsible to control the Rho family members by catalyzing the conversion of
RhoGTPases to their inactive state (Denholm et al., 2005; Lahoz and Hall, 2008; Wu et
al., 2009). The Rho family members can act on different aspects of cell biology, including
cell cycle, cell adhesion, morphogenesis, polarity and migration (Lahoz and Hall, 2008).
Lately, a lot of attention has been given to this gene, due to its tumor suppressor role in
several cancer types (Vigil et al., 2010). Three different studies had provided evidence of
this role in cancer: 1. a study using HT29 cell lines showed that transfection of Dic1 cDNA
into the cells causes significant inhibition of cell growth and cell migration (Wu et al., 2009);
2. another study using Drosophila demonstrated that this gene controls Rho activity, by
acting on cell morphogenesis (Denholm et al., 2005). Once the morphogenesis pathway
is disrupted, tissue disorganization is observed and inappropriate cell proliferation starts
(Lahoz and Hall, 2008); and 3. the latter study shows that DlIcl inactivation in mouse
embryo fibroblasts contributes to neoplastic transformation and poor prognosis in human
cancers (Qian et al., 2012). Taken together, our result shows that DIcl expression was
increased by 7.5% AP intake and its upregulation was involved in reducing cell
proliferation, acting in a protective way (Figure 6).

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are a family of nuclear
receptors that comprise three isoforms: PPARa, PPARB and PPARy (Panigrahy et al.,
2008). They are expressed in different organs in the body and have different functions as
well (Roberts-Thomson, 2000). For instance, PPARa is involved in lipid metabolism,
inflammation, cell cycle progression and angiogenesis (Semple et al., 2006; Gurnel et al.,
2007). Its role in inflammation was investigated in C57BL/6 mice that showed that PPARa,
their ligands and the respective activated genes are responsible for downregulating
activated nuclear transcription factor-kB (NF-kB) and its target genes (IL-6, IL-12 and
COX-2) (Poynter and Daynes, 1998). They observed that the administration of agents
capable of activating PPARa to aged mice restored the cellular redox balance, by lowering
of tissue lipid peroxidation, elimination of activate NF-kB and loss of spontaneous

inflammatory cytokine production (Poynter and Daynes, 1998).
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NF-kB is an interesting target for anticancer drug development for many reasons,
including mediation of tumor promotion (Garg and Aggarwal, 2002). The suppression of
its expression limits cancer cell proliferation and reduce the damaged caused by
inflammation (Lugman and Pezzuto, 2010). In our data, we observed an upregulation of
PPARa gene for the groups treated with NAC and 7.5% AP (Figure 6). Since there is
evidence that PPARa can reduce the protein expression of NF-kB, we can infer that both
treatments were efficient in reducing the oxidative stress, contributing to a reduction in cell
proliferation (p<0.001), tumor development and the inflammatory process in these

animals. Analyzing NF-kB protein expression would be interesting to confirm this thought.

Apoptosis inhibition, cell proliferation, metastasis, drug resistance, metabolism and
radiation resistance are some of the functions of AKT (Roy et al., 2002; Sahlberg et al.,
2016). There are three isoforms of this protein: AKT1, AKT2 and AKT3. They present high
homology, are expressed from different genes and have different physiological functions
and expression patterns (Santi and Lee, 2010; Sahlberg et al., 2014). AKT is usually
activated in tumors and, for this reason, inhibitors of this protein may have therapeutic
value (Hollander et al., 2011).

An imunohistochemical analysis showed that AKT is overexpressed in the pre-
malignant stages of colorectal carginogenesis, suggesting its role in the early inhibition of
apoptosis (Roy et al., 2002). In contrast, Hollander and colaborators (2011) analyzed the
three isoforms to check their individual role in K-ras mediated lung tumorigenesis, using
genetically engineered deficient mice. They observed that AKT1 prevented the
development of tumors, whereas AKT3 deletion increased tumor initiation and
progression. Like Dlcl, AKT3 seems to present a protective role in the colon
carcinogenesis model proposed in this study. Since we did not find any relevant result
regarding apoptosis index, it is more likely that AKT3 acts as a tumor suppressor, by

reducing cell proliferation.

In summary, our findings suggest that lyophilized acai pulp powder presented a
protective effect on the colitis-associated colon carcinogenesis model in rats. In addition,
these results confirm, for the first time, the beneficial action of lyophilized acai pulp in the

proposed model based on macroscopic, microscopic and molecular analysis.
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Figure 2. Chromatograms and UV-Vis spectra of (A) anthocyanins [peak identification: (1)

cyanidin 3-glucoside and (2) cyanidin 3-rutinoside] and (B) carotenoids [peak identification: (1)
lutein, (2) a-carotene, (3) B-carotene e (4) 9-cis p-carotene].
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Figure 3. Motility assay data. (A) Bars represent mean + SD. Asterisks are
used to show statistical differences (*p=0.0579 comparison between the
24h to 48h in the same group; **p=0.0584 compared to control group;
***p=0.0138 compared to the C3R 100 mM). (B) Cell viability is represented
by mean * SD.
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Figure 4. (A) Representative topographic view of classic ACF in a methylene blue-stained
colon whole-mount containing five aberrant crypts (40X); (B) Representative Ki-67
immunostaining (brown nuclei) in a colon tumor (20X); (C) Representative microscopic view
of one tumor with low grade dysplasia. Brown arrow indicates the crypt epithelium containing
uniform, crowded and basally located nuclei and sparse goblet cells (40X); (D)
Representative microscopic view of one tumor with high grade dysplasia. Black arrow shows
the nuclear pseudostratification. (40X).
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Figure 5. Ki-67 labeling index (LI%). *Different from G1
(p<0.001). G1: DMH + TNBS [2,4,6-trinitrobenzene acid] +
basal diet; G2: DMH + TNBS + basal diet with 0.2% NAC
[N-acetylcysteine]; G3: DMH + TNBS + basal diet with 5%
lyophilized acai pulp (AP); G4: DMH + TNBS + basal diet

with 7.5% AP.
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TABLES

Table 1. Phytochemical composition of the lyophilized agai pulp (AP)*.

Phytochemical composition Amount
Anthocyanins mg/100 g AP
Cyanidin 3-glucoside (C3G) 110.10 £4.39

Cyanidin 3-rutinoside (C3G)
Total

Carotenoids
Lutein

a-caroteno
B-caroteno

13-cis B-caroteno
9-cis B-caroteno

Total

214.09 +17.32
32419 +21.71

pg/100 g AP
367 £142.12
458 + 2.82
1908.5 + 4.24
55.5+37.47
365 +2.12
42345 +7.07

*AP analysis was performed in triplicate. Data are
expressed as the Mean * Standard Deviation (SD).
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Table 2. Effects of lyophilized acai pulp (AP) intake on body weight, food and water consumption after 48

hours of TNBS instillation.

Groups
Parameters Untreated NAC 5% AP 7.5% AP
Gl G2 G3 G4
N 20 15 20 20
Mean body weight (g)? 280.40 + 15.13 258.66 + 62.63 265.83+27.38 264.50  21.77
Body weight loss (g) 18.90 +17.82 13.08+21.61 11.60+11.0  0.85+21.01°
Food consumption (g/rat/day) 2056 +6.95  21.37+7.54  20.19+3.96  19.39+5.02
Water consumption (mL/rat/day) 36.73+19.22 37.12+19.13 31.87+17.60 35.35+14.68
AP consumption (g/rat/day) - - 1.01+0.19 1.45+0.37
NAC consumption (g/rat/day) - 0.04 £0.01 - -

Data are expressed as Mean + Standard Deviation (SD) and analyzed by ANOVA followed by Tukey post hoc test.
*Different from G1 (p = 0.020). *Mean body weight was calculated one week before and one week after TNBS instillation.
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Table 3. Effects of lyophilized acai pulp (AP) intake on body weight, food and water consumption after 25
weeks of DMH/TNBS treatment.

Groups
Parameters Untreated NAC 5% AP 7.5% AP
G1 G2 G3 G4
N 14 10 15 15

353.39 £ 69.36 344.50 + 63.02 348.06 + 66.03 334.97 +£61.59
430.00 £43.76 419.50 +£36.59 422.00+£50.65 410.4+39.72

Mean body weight (g)
Final body weight (g)

Body weight gain (g) 234.00 + 42.42 206.00 + 34.45 211.00 +50.25 203.00 + 13.33
Food consumption (g/rat/day) 20.16 +5.06  20.64+4.89  19.87 +3.65*  19.21 + 3.43*
Water consumption (mL/rat/day)  30.23 + 9.60 30.71 +£9.95 26.96 + 6.86* 28.08 £ 7.51*
AP consumption (g/rat/day) - - 0.994 £ 0.18 1.44 +0.25
NAC consumption (g/rat/day) - 40+ 10 - -

Data are expressed as Mean + Standard Deviation (SD) and analyzed by ANOVA followed by Dunn’s post hoc test.
*Different from G1, p=<0.001
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Table 4. Effects of lyophilized acai pulp (AP) intake on colonic aberrant crypt foci development at week 25.

Multiplicity

Groups N  ACF/colon total AC total
ACF 1-3 ACF 4-10 ACF>10

Untreated 14 2224 +485 1366.8 + 328.2 80.1+31.5 100.57 +23.53 41.71+13.24

NAC 10 166.4 £+ 47.8 914.4 + 290.7* 74.9 + 23.36 62.9+16.9* 25.70 £11.38*
5.0% AP 15 138.0 +49.7* 790.5 + 337.7* 53.5+18.08 62.07 £26.45* 21.47 +12.26*
7.5% AP 15 173.7 +59.2 1004.3 +354.3* 66.0+£30.78 79.4 +28.0 27.60 +11.21*

Data is expressed as Mean + Standard Deviation (SD) and analyzed by ANOVA followed by Tukey’s post hoc test.
*Different from G1, p=<0.001; 8Trend when compared to G1, p = 0.056.
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Table 5. Effects of lyophilized acai pulp (AP) intake on colon tumor development at

week 25.
Total colon Untreated NAC 5.0% AP 7.5% AP
Number of rats 10/15 5/10 12/15 12/15
Mean number of tumors  2.33+2.19 1504+190 253245 1.67+1.50
Tumor multiplicity 350172 30+158 258+215 2.08+1.38
Tumor Incidence
Low Grade Dysplasia (%) 60 80 g7+ 76
High Grade Dysplasia (%) 40 20 14* 24

Data are expressed as Mean * Standard Deviation (SD) and analyzed by Chi-square’s exact
test. *G3 is different from G1 (p=0.019).
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SUPPLEMENTARY DATA

Table 1S. Physicochemical composition of lyophilized acai pulp (AP).

Physicochemical Concentration (g/100g)

composition

Moisture 2.46 £ 0.007

Ash 3.41 +£0.159

Lipid 47.36 + 0.767

Protein 9.30 £+ 0.941

Pectin soluble 3.92 £ 0.3977

Pectin total 25.97 +£1.150

Total phenolic 0.832 £ 0.210

TA (g citric acid/100g) 0.13+0.04
Available carbohydrate?® 11.49

Kcal/100gP 509.4




Figure 1S. Representative image of macroscopic and microscopic
lesions obtained after TNBS intrarectal instillation. (A) Macroscopic
view of the colonic lesion showing an evident crust of necrotic tissue
and microscopically characterized by a coagulative necrosis process
into site where TNBS was instilled; (B) H-E stained section of the
necrotic tissue showing the infiltration of inflammatory cells (20X); (C)

detailed microscopic view of the necrotic lesion (40X).
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Table 2S. Effects of different treatments in the macroscopic and microscopic analysis of induced acute colitis.

Groups (n=5) G1 G2 G3 G4
Macroscopic evaluation
Inflammation score (0-10)2 5 (5,0) 4 (4,0) 4 (3,75) 5 (4,75)
Lesion extension (cm)® 3.12+0.97 2.5+1.06 3.0+1.46 3.44 +0.38
Colon weigh (mg/cm)P 260.17 £ 73.31 253.17 £ 68.02 235.83 £ 50.95 299.10 £ 89.50
Adherence (%)° 60% 60% 60% 40%
Colon extension (cm)P 17.10 + 2.074 15.80 + 1.643 16.0+1.0 16.60 + 1.851
Microscopic evaluation
Severity (0-3) 24 2 (1) 1(1)* 1(1) 2(2)
Thickness (0-3) 24 2 (0) 2 (0) 2 (0) 2 (0)
Damage (0-3) 24 1(1) 1 (0) 1 (0) 1(1)
Extent (0-3) 2¢ 1 (0) 1(0) 1 (0) 1(0)

3Data are expressed as the median (range) and analyzed by Kruskal-Wallis test; °Lesion extension. colon weight and colon
extension are expressed as Mean + SD and analyzed by ANOVA test; ‘Adherence was expressed in percentage and was
analyzed by Chi-square/Fisher’'s exact tests; 9The severity of inflammation was graded on a scale from 0 to 3 (0 = no
inflammation. 1= mild. 2= moderate and 3= severe). and the thickness of inflammatory involvement was ranged from 0 to 3
(0 = no inflammation. 1= mucosa. 2= mucosa plus submucosa and 3= transmural). Additionally, the severity of epithelial
damage was evaluated from 0 to 3 (0 = intact epithelium 1= disruption of architectural structure. 2= erosion and 3= ulceration)
and extent of lesions was also calculated (0 = no lesions. 1= punctuate. 2= multifocal and 3 = diffuse) (Tian et al. 2013).
*Reduction in the severity for G2 (p=0.041).
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Figure 2S. Tumor volume. G1: DMH + TNBS [2,4,6-
trinitrobenzene acid] + basal diet; G2: DMH + TNBS +
basal diet with 0.2% NAC [N-acetylcysteine]; G3:
DMH + TNBS + basal diet with 5% lyophilized acai
pulp (AP); G4: DMH + TNBS + basal diet with 7.5%

AP.
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Table 3S. List of Genes used in the TagMan Low Density Array analysis.

EntrezGene ID Gene Symbol Description
Functions as a xenobiotic transporter which may play a role in multi-drug resistance to chemotherapeutic
312382 Abcg2 agents including mitoxantrone and camptothecin analogues.
81822 Actb MRNA expression increases following axon injury; may play a role in acceleration of axonal outgrowth
24185 Aktl Inhibits JUN kinase activation and mediates inhibition of apoptosis
25233 Akt2 May be involved in phosphatidylinositol 3-kinase (P13-K) mediated signaling
29414 Akt3 Kinase that associates with both protein kinase C subspecies and beta gamma subunits of G proteins
24205 Apc Binds microtubules; may play a role in the regulation of cell polarity
299611 Apc2 Adenomatosis polyposis coli 2
The protein encoded by this gene has been shown to be involved in the regulation of cell proliferation, and
290537 Appll in the crosstalk between the adiponectin signalling and insulin signalling pathways
64363 Araf Proto-oncogene, serine/threonine kinase
Interacts with adenomatosis polyposis coli, catenin (cadherin-associated protein) beta 1, glycogen synthase
79257 Axinl kinase 3 beta, protein phosphatase 2, and itself
Inhibits axis formation; acts as a negative regulator of the Wnt signaling pathway by inducing GSK-3beta-
29134 Axin2 dependent phosphorylation of beta-catenin
64639 Bad May be involved in induction of programmed cell death
24887 Bax Bcl2-related gene; involved in the regulation of apoptotic cell death
24224 Bcl2 An anti-apoptotic protein; involved in inhibiting cell death in many different cell types
29373 Bmp2 Involved in cellular signaling during limb development; induces bone formation
114486 Braf Human homolog is a serine/threonine kinase; mutation of gene is associated with human cancers
25402 Casp3 Apoptotic protease that may play a role in cell death regulation and other apoptotic processes
58918 Casp9 Plays a role in initiation and progression of apoptosis
114494 Ccna2 Human homolog plays a role in regulation of DNA synthesis and of mitosis
Cyclin B2 also binds to transforming growth factor beta RIl and thus cyclin B2/cdc2 may play a key role in
363088 Ccnb2 transforming growth factor beta-mediated cell cycle control
58919 Ccendl Regulatory subunit of CDK4 or CDKG®6; regulation of the G1/S transition of the cell cycle
25729 Ccnel A cyclin-like protein; may be involved in growth stimulation
83502 Cdh1 Cell-cell adhesion molecule; may play a role in axonal growth and synase formation
314322 c-Fos An immediate early gene encoding a nuclear protein involved in signal transduction



29527

314638
84353
25309
25310

50549
25311

58834
292794
314322
317674

24383

24392

84027

24423

25260

24434

363287
24451

24465

25670
24599
24516
24525
161452
294235

Cox 2

Creb3I3
Ctnnbl
Cycs
Cyct

Cyp4dal
Dcc

Dlcl
Ffar2
Fos
Fzd5
Gapdh
Gjal
Gsk3b
Gstml
Gsttl
Gusb

Hdac4
Hmox 1

Hprtl

IL-15
iNoS
Jun
Kras
Lefl
ler3
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It is involved in the conversion of arachidonic acid to prostaglandin H2, an important precursor of
prostacyclin and thromboxane A2

Positive regulation of acute inflammatory response; positive regulation of transcription from RNA
polymerase Il promoter

Involved in mediating the interaction between cadherins and the actin cytoskeleton
A component of the electron transport chain in mitochondria, may function in apoptosis

Specific cytochrome ¢

Arachidonic acid monooxygenase; catalyzes the hydroxylation of omega-terminal carbon of the arachidonic
acid

Deleted in colorectal cancer; play dual roles as receptor e other signaling pathways

It is suggested that this gene is a candidate tumor suppressor gene for human liver cancer, as well as for
prostate, lung, colorectal, and breast cancers

May be involved in the inflammatory response and in regulating lipid plasma levels

An immediate early gene encoding a nuclear protein involved in signal transduction

Forms a receptor complex with Lpr6 that binds Wnt7A proteins

Encodes a member of the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase protein family

Gap junction component; plays a role in cell-cell communication

Gsk3b mediates Par6-atypical protein kinase C (aPKC) complex regulation; may induce apoptosis
Enzyme with scavenger function; able to neutralize harmful metabolites

Subunit of the glutathione S-transferase

Catalyzes the conversion of a beta-D-glucuronoside and H20 to an alcohol and Dglucuronate

Human homolog is a component of the DNA damage response pathway and is also involved in repression
of muscle differentiation

Catalyzes the oxidative cleavage of heme to biliverdin

Catalyzes the conversion of IMP and diphosphate to hypoxanthine and 5-phospho-alphaD-ribose 1-
diphosphate

Human homolog is a cytokine involved in the regulation of T and natural killer cell activation and
proliferation

Cytokine-inducible enzmyme involved in nitric oxide (NO) production
Transcription factor; acts as a protooncogene

Oncogene and member of the small GTPase superfamily

Enhancer binding factor has 98% amino acid homology with mouse Lef-1
Mouse homolog plays a role in regulation of T cell proliferation



100363502
170851
116590

25272
50689

116554

50658
291234
81685
81709
499505
100360342

24577
309295

170911
85243

366508
25513
29741
60664

497931

25747

363875

366957
24703
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LOC100363502 cytochrome c, somatic-like

Map2k1l
Mapk1

Mapk10
Mapk3

Mapk8

Mapk9
Mki67
Mlh1
Msh2
Msh3
Msh6

Myc
Nemo

Pik3ca
Pik3cb
Pik3cd
Pik3r1
Pik3r2
Pik3r3
Pik3r5

Ppara
Racl

Rac2
Rafl

Kinase that activates Mapk3 (Erk1) and Mapkl (Erk2) kinases
Kinase involved in intracellular signaling; component of Mapk signaling pathway

Involved in a wide variety of cellular processes such as growth, proliferation, differentiation, transcription
regulation, and development

Kinase involved in intracellular signalling; component of Mapk signalling pathway
Involved in a wide variety of cellular processes such as proliferation, differentiation, transcription regulation
and development.

Involved in a wide variety of cellular processes such as growth, proliferation, differentiation, transcription
regulation, and development.

Marker of cell proliferation Ki-67

May be involved in DNA mismatch repair
Mismatch repair protein

DNA mismatch repair protein

May be involved in DNA mismatch repair

The protein encoded by this gene is a multifunctional, nuclear phosphoprotein that plays a role in cell cycle
progression, apoptosis and cellular transformation.

Regulatory subunit of the | kappa B kinase complex, which phosphorylates and activates NF kappa B

Expression of the human homolog is associated with increased cell proliferation and decreased apoptosis
and may play a role in ovarian cancer progression

May play a role in hepatocyte proliferation and DNA replication

Phosphoinositide 3-kinases (PI3Ks) phosphorylate inositol lipids and are involved in the immune response
Phosphatidylinositol 3-kinase phosphorylates the inositol ring of phosphatidylinositol at the 3-prime position
Regulatory subunit of the enzyme phosphatidylinositol 3-kinase; involved in cellular signaling mechanisms
Regulatory subunit of phosphatidylinositol 3-kinase, a mediator of various cellular signaling mechanisms
Play important roles in cell growth, proliferation, differentiation, motility, survival and intracellular trafficking

Nuclear steroid receptor; heterodimerizes with retinoid-X receptor (RXR), and binds to peroxisome
proliferator response elements (PPRES) to initiate the transcriptional regulation of target genes

Regulator of many cellular processes, including the cell cycle, cell-cell adhesion, motility (through the actin
network), and of epithelial differentiation

Regulate a diverse array of cellular events, including the control of cell growth, cytoskeletal reorganization,
and the activation of protein kinases

Acts as a mitogenic protein kinase; mutant forms may play a role in transformation
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29622

117273
100861533
297173
29357
25631
50554
24786

363595

679869
59086

81809
25717
29591
81810

24835
24842

360457

114557

114487
63879

Ralgds

Rhoa
Rn18S

RSA-14-44

Smad?2

Smad3

Smad4
Sodl

Tcf7

Tcf712
Tofbl

Tgfb2
Tgfb3
Tgfbrl
Tofbr2

Tnf
Tp53

Vegfd
Wifl

Wnt
Xiap
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Facilitates conversion of Ras-related GTPase

Regarded as a prominent regulatory factor in other functions such as the regulation of cytoskeletal
dynamics, transcription, cell cycle progression and cell transformation

This gene represents the portion of one rDNA repeat which encodes the 18S RNA

A member of the rho/ras family of small GTPases

Transcriptional mediator for both activin and TGF-beta

Transcription factor; important component of the TGF-beta signaling pathway
Transduces signal from TGF-beta; deletion of is associated with pancreatic carcinomas
Conversion of superoxide to molecular oxygen; involved in response to oxidative stress

The encoded protein can bind an enhancer element and activate the CD3E gene, and it also may repress
the CTNNB1 and TCF7L2 genes through a feedback mechanism

Transcription factor influencing the transcription of several genes thereby exerting a large variety of
functions within the cell

Binds the TGFbeta receptor; plays a role in regulation of cell growth and proliferation

Binds the transforming growth factor-beta receptor; plays a role in regulation of cell growth and proliferation;
may be involved in mesenchymal-epithelial cell interactions during development

Involved in epithelial and endothelial cell proliferation and differentiation during development
Oncogene and member of the small GTPase superfamily
Receptor for TGF-beta; may play a role in lung maturation and response to hypoxia

Acts as a cytokine; binds TNF receptors; plays a role in regulation of cell proliferation, induction of
apoptosis, and inflammatory response

Regulates cell cycle arrest, apoptosis, senescence and DNA repair

Binds to and activates the tyrosine kinase receptor VEGFR-3 and VEGFR-2; involved in positive regulation
of lymphatic blood vessel growth

Human homolog has decreased mRNA expression in some prostate cancers and other cancers; may act
as a secreted inhibitor of the Wnt signaling pathway

Member of a family of secreted glycoproteins that play a role in regulation of cell growth, differentiation, and
tumorigenesis

Involved in directly inhibiting key apoptotic proteases, caspase 3 and 7

All genes were inventoried. Genes in bold were found differently expressed among groups. Genes in italic were the endogenous controls available

in the assay.
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Anexo A — Certificado de aprovacéo pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal.

Criada através da Portaria DFM n® 611 de 13/12/2012

Certificado

CERTIFICAMOS que o (Protocolo CEUA 1041-2013) “Efeitos da ingestdo da polpa de acai liofilizada
(Euterpe oleracea Mart) no processo de carcinogénese de célon associada & colite em ratos Wistar”, a ser conduzido por
Mariana Franco Fragoso, orientada pelo Prof. Dr. Luis Fernando Barbisan, estd de acordo com o Conselho Nacional de Controle
de Experimentagdo Animal - CONCEA, com a ressalva de que os “ratos” sdo provenientes de Biotério convencional, sem
condigdes de atestar a Sanidade dos mesmos.

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 29/

(//Z‘ WM‘

Prof® Adjunta Noeme Sousa Rocha Alberto Santos Capelluppi
Presidente no exercicio da CEUA Secretdrio da CEUA

Distrito Rubi&o Junior, s/n°- Botucatu — S.P. CEP: 18.618-970 Fone: (14) 3880-1608/3880-1609 e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br
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Anexo B - Anélise das amostras de RNA dos diferentes grupos experimentais.

ID? Concentracéao 260/280 RIN?
(ng/uL)

Gl

1 1372,0 1.294 7,6
2 326,4 2.076 8,5
3 650 2.025 9,2
4 3118 1.608 7,1
5 1014 1.884 7,1
G2

6 591,6 2.010 6,7
7 586 2.010 10
8 600 2.033 8,3
9 423 2.066 10
10 2590 1.918 9,1
G3

11 122,8 2.020 7,4
12 331,2 2.010 7,4
13 619 1.985 8,3
14 350,8 2.035 7,9
15 424.4 2.033 8,3
G4

16 23,6 2.161 6,8
17 1238 1.829 7,6
18 359,2 1.966 8,9
19 456,0 2.004 10
20 333,2 1.998 9

1ID = identificacdo da amostra; 2RIN = RNA Integrity Number.



Anexos
Anexo C — Publicacdes exigidas para a defesa.
A Food and Chemical Toxicology 58 (2013) 68-76
Contents lists available at SciVerse ScienceDirect 2 %‘,‘,:I‘,'“fé;
oxicology
Food and Chemical Toxicology i;ﬁ

journal homepage: www.elsevier.com/locate/foodchemtox

Acai (Euterpe oleracea Mart.) feeding attenuates dimethylhydrazine-in- @Gmmm
duced rat colon carcinogenesis

Mariana F. Fragoso?, Guilherme R. Romualdo®, Daniel A. Ribeiro¢, Luis F. Barbisan ®*
“UNESP - Univ. Estadual Paulista, School of Medicine, Program of Post-Graduation in Pathology, Botucatu 18618-970, SP, Brazil

" UNESP - Univ. Estadual Paulista, Institute of Biosciences, Department of Morphology, Botucatu 18618-970, SP, Brazil
© UNIFESP, Federal University of Sao Paulo, Department of Biosciences, 11060-001 Santos, 5P, Brazil

B Food Research Intemational o0 ( 2015 ) xex—00¢

Contents lists available at ScienceDirect

Food Research International

journal homepage: www.elsevier.com/locate/foodres

Protective effects of spray-dried acai (Euterpe oleracea Mart) fruit pulp
against initiation step of colon carcinogenesis

Guilherme Ribeiro Romualdo ?, Mariana Franco Fragoso ? Renata Galhardo Borguini ®,

Manuela Cristina Pessanha de Aratjo Santiago ®, Ana Angélica Henrique Fernandes € Luis Fernando Barbisan ¢*
2 UNESP — Univ. Estadual Paulista, Botucatu Medical School, Department of Pathology, Botucatu 18618-970, SP, Brazil
" Embrapa Food Technology, Guaratiba 23020-470, Rio de Janeiro, R, Brazil

© UNESP — Univ. Estadual Paulista, Biosciences Institute, Department of Chemistry and Biochemistry, Botucatu 18618-970, SP, Brazil
4 UNESP — Univ. Estodual Paulista, Biosciences Institute, Department of Morphology, Botwcatu 18618-970, 5P, Brazil

A. Publicagdo do trabalho de mestrado; B. Publicacdo realizada com tema similar ao tema
da tese publicado durante o Doutorado.
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Anexo D — Atividades complementares realizadas durante o Doutorado.

Atividades

2013

Eventos

Participou como expositora, representando o Departamento de Morfologia
do Instituto de Biociéncias de Botucatu no evento: "Venha Conhecer o IB",
realizado no dia 22 de agosto de 2013;

A Faculdade de Medicina de Botucatu e a Pesquisa nos proximos 50 anos (8
a 9 de novembro de 2013);

Resumos

FRAGOSO, MARIANA F.;BARBISAN, L.F. Acai (Euterpe olecareae
Martius) intake and its protective effect against 1,2-DMH-induced rat colon
carcinogenesis. In: Advanced School of Comparative Oncology - ESPCA,
2013, Aguas de S&o Pedro. BMC Proceedings, 2013. v. 7. p. 48-48 (Trabalho
publicado com dados do Mestrado).

Artigos

FRAGOSO, M. F.; ROMUALDO, G.R.; RIBEIRO, D. A.; BARBISAN, L.F. Acai
(Euterpe oleracea Mart.) feeding attenuates dimethylhydrazine-induced rat
colon carcinogenesis. Food and Chemical Toxicology, v. 58, p. 68-76, 2013.
(Trabalho publicado com dados do Mestrado).

Outros

Mini-curso ministrado: Quimioprevencdo do cancer com produtos naturais
(2013), no evento Workshop da Pés-Graduacao da IBB/Unesp Botucatu (4 a
8 de junho de 2013);

Estagio em docéncia na disciplina de Histologia para o curso de Medicina.

2014

Eventos

International Fall School - System Biology in Cancer Research* (AC Camargo,
FMB-UNESP e Universidade de Montreal) — em Sao Paulo-SP e Botucatu-SP
— 22 a 29 de abril de 2014.

FeSBE Regional — em Jodo Pessoa, PB, Brasil.

International Summer School — Molecular Biology (AC Camargo, FMB-UNESP
e Universidade de Montreal) — em Montreal, Quebec, Canada — 14 de julho a
01 de agosto de 2014.

Resumos

ROMUALDQO, G. R.; FRAGOSO, M. F.; FERNANDES, A. A.; BARBISAN, L.F.
INHIBITORY EFFECTS OF DIETARY ACAI (EUTERPE OLERACEA) PULP
POWDER ON COLON CARCINOGENESIS INDUCED BY AZOXYMETHANE
IN MICE. In: VIII Encontro de Pés-Graduacdo da FMB/UNESP, 2014,
Botucatu. VIII Encontro de Pés-Graduacao da FMB/UNESP, 2014. v. 8.
ROMUALDQO, G. R.; FRAGOSO, M. F.; FERNANDES, A. A. H.; BARBISAN, L.
F. Inhibitory Effects of Dietary Agai (Euterpe Oleracea) Pulp Powder on Colon
Carcinogenesis induced by Azoxymethane in Mice. In: XIIl Workshop da Pés-
Graduacdo, 2014, Botucatu. XIll Workshop da Pés-Graduacao, 2014.
FRAGOSO, M. F.; ROMUALDO, G. R.; FERNANDES, A. A.; BARBISAN, L. F.
Protective effects of agai pulp intake on early DNA damage and aberrant crypt
foci development in male Swiss mice. FeSBE, 2014.
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ROMUALDO, G. R.; GRASSI, T. F.; FRAGOSO, M. F.; BARBISAN, L. F.
Gestational exposure to genistein inhibits the deleterious effects of bisphenol-
A on uterine development of Sprague-Dawley rats offspring. FeSBE, 2014.

Outros

Realizacao de experimentacdo em biotério e andlises em laboratério.

2015

Eventos

AACR Anual Meeting 2015 (Filadélfia, EUA)

Resumos

FRAGOSO, M. F.; ROMUALDO, G. R.; PELLIZZON, C. H.; BARBISAN, L. F.
Acai intake reduces the aberrant crypt foci development in a colitis-associated
carcinogenesis model in male Wistar rats. 2015.

Artigos

ROMUALDO, GUILHERME RIBEIRO; FRAGOSO, MARIANA FRANCO;
BORGUINI, RENATA GALHARDO; DE ARAUJO SANTIAGO, MANUELA
CRISTINA PESSANHA; FERNANDES, ANA ANGELICA HENRIQUE;
BARBISAN, LUIS FERNANDO. Protective effects of spray-dried acai (Euterpe
oleracea Mart) fruit pulp against initiation step of colon carcinogenesis. Food
Research International, v. 77, p. 432-440, 2015.

Outros

Estagio de 12 meses no Fox Chase Cancer Center (Filadélfia, EUA), sob
orientacdo da Dra. Margie L. Clapper.

2016

Eventos

XXXI Reunido Anual da FeSBE — Foz do Iguacu, PR, Brasil.
25th AICR Research Conference Celebrating a Generation of Cancer Reseach
— North Bethesda, MD, EUA.

Resumos

FRAGOSO, M. F.; ROMUALDO, G. R.; BARBISAN, L. F. Chemopreventive
evaluation of lyophilized acai pulp intake in a colitis-associated colon
carcinogenesis model in rats. In: 25th AICR Research Conference Celebrating
a Generation of Cancer Research, 2016, Bethesda. 25th AICR Research
Conference Celebrating a Generation of Cancer Research. Washington, DC:
AICR Research Department, 2016. p. 22-22.

FRAGOSO, M. F.; ROMUALDO, G. R.; VANDERVEER, L.; FRANCO-
BARRAZA, J.; CUKIERMAN, E.; CLAPPER, M. L.; BARBISAN, LUIS
FERNANDO. Effects of acai and its isolated anthocyanin cyaniding 3-
rutinoside (C3R) on rat colon tumor growth and on RKO colon tumor cells.
2016.

Outros

Estagio em docéncia na disciplina de Morfologia para o curso de Nutri¢cao.
Finalizacdo dos experimentos e escrita do artigo.
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