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RESUMO

Uma vez que os fatores dietéticos sdo considerados responsaveis pelo alto risco de
cancer de colon, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial efeito da
torta de groselha negra em cultura de células e em modelos animais (ratos Wistar)
induzidos ao cancer colorretal. Para isso, a torta de groselha negra passou por um
processo de extracdo e digestdo in vitro, analise quimica e seus respectivos extratos
foram testados em modelo de cultura celular, para avaliacdo de parametros como
citotoxicidade e atividade antioxidante. Da mesma forma, a torta de groselha negra
bruta foi ofertada para os ratos, incorporada a racdo, e foram avaliados parametros
em relacdo a processo inflamatorio, estresse oxidativo, focos de criptas aberrantes no
c6lon, morfologia do c6lon e modulagdo da microbiota intestinal. Os resultados obtidos
indicaram que a andlise quimica da torta de groselha negra apresentou maior teor de
antocianinas apos digestdo gastrointestinal in vitro e, consequentemente, maior
potencial antioxidante. Quando testados em cultura de células, os extratos de torta de
groselha negra protegeram contra a producdo de EROs e peroxidacgéo lipidica in vitro
e nao apresentou citotoxicidade nas linhagens celulares testadas. Em ratos induzidos
por cancer de célon (CCR), o consumo da maior dosagem de torta de groselha negra
elevou os parametros pro-inflamatérios, bem como a expressdo de citocinas
antiapoptoticas, além de acentuar o inicio e a progressdo do céancer de célon,
demonstrado através da andlise de focos de criptas aberrantes e andlises
histomorfoldgicas. Além disso, a defesa antioxidante celular ndo péde proteger de
forma capaz contra as grandes quantidades de EROs produzidas. Finalmente, a
analise fecal mostrou que a torta de groselha negra altera a composicao e a funcao
do microbioma intestinal. Juntas, essas evidéncias sugerem que as antocianinas
presentes na torta de groselha negra em altas dosagens podem atuar como composto

pré-oxidante, acentuando o ambiente inflamatério e a progresséo do CCR.

Palavras-chave: Torta de groselha negra; cancer; estresse oxidativo; inflamacéo;

compostos fendlicos.



ABSTRACT

Since dietary factors are considered responsible for the high risk of colon cancer, the
present study aimed to evaluate the potential effect of blackcurrant press cake in cell
culture and in animal models (Wistar rats) induced for colorectal cancer. For this, the
blackcurrant press cake underwent an in vitro extraction and digestion process,
chemical analysis and its respective extracts were tested in a cell culture model, to
evaluate parameters such as cytotoxicity and antioxidant activity. Likewise, crude
blackcurrant press cake was offered to the rats, incorporated into the feed, and
parameters were evaluated in relation to the inflammatory process, oxidative stress,
aberrant crypt foci in the colon, colon morphology and modulation of the intestinal
microbiota. The results obtained indicated that the chemical analysis of the
blackcurrant press cake showed a higher anthocyanin content after in vitro
gastrointestinal digestion and, consequently, a higher antioxidant potential. When
tested in cell culture, blackcurrant press cake extracts protected against ROS
production and lipid peroxidation in vitro and showed no cytotoxicity in the tested cell
lines. In colon cancer-induced (CRC) rats, consumption of the highest dosage of
blackcurrant press cake increased pro-inflammatory parameters, as well as the
expression of anti-apoptotic cytokines, in addition to accentuating the onset and
progression of colon cancer, demonstrated through the analysis of aberrant crypt foci
and histomorphological analyses. Furthermore, the cellular antioxidant defense could
not adequately protect against the large amounts of ROS produced. Finally, fecal
analysis showed that blackcurrant press cake alters the composition and function of
the gut microbiome. Together, these evidences suggest that the anthocyanins present
in blackcurrant press cake in highest dosages can act as a pro-oxidant compound,

accentuating the inflammatory environment and the progression of CRC.

Keywords: Blackcurrant press cake; cancer; oxidative stress; inflammation; phenolic

compounds.
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1 INTRODUCAO

A groselha negra (Ribes nigrum L. fam. Grossulariaceae), uma baga nativa do
Norte e centro da Europa e da Asia, € comumente usada para produzir suco,
concentrado de suco e extrato, que sdo ingredientes alimentares amplamente
utilizados. Também tem sido usada como nutracéuticos para regular ou mesmo
diminuir o risco de varias doencas relacionadas ao metabolismo, aos sistemas
cardiovascular, imunolégico e nervoso; e varios tipos de canceres (XUE et al., 2022).
Esses efeitos na salude estdo intimamente relacionados com a variabilidade de
compostos quimicos presentes nas bagas, principalmente como compostos fendlicos,
gue atuam através de propriedades antioxidantes (OLAS, 2018). Sendo parte dos
compostos fendlicos, as antocianinas, que sdo sintetizadas pela via dos flavonoides,
sao consideradas os principais contribuintes para essa propriedade (GONCALVES et
al., 2021).

A groselha negra contém grandes quantidades de antocianinas (250 mg/100 g
de frutas frescas), como delfinidina-3-O-glucosideo, delfinidina-3-O-rutinosideo,
cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutinosideo (BISHAYEE et al., 2011) e foi
relatado como uma fonte valiosa de compostos benéficos para a saude (XU et al.,
2018). Considerando que as antocianinas sdo compostos fendlicos capazes de
promover beneficios relevantes para a saude em relacéo a diversas doencas (BARS-
CORTINA et al., 2022), as groselhas negras tém recebido atencdo consideravel
devido aos seus principais beneficios, incluindo efeito antidiabético e inibidor de
doencas neurodegenerativas (SALEHI et al., 2020), efeitos antimicrobianos e
antiproliferativos (XUE et al.,, 2022), atividades antioxidantes, anti-inflamatérias
(OCKERMANN et al., 2021; XU et al., 2018) e antitumorais de cdlon in vitro (OLEJNIK
et al., 2018). Uma vez que a groselha negra apresenta a maior atividade antioxidante
in vitro quando comparada com outras bagas (BORGES et al., 2010), e seu fluxo
industrial (ou seja, torta de prensagem de groselha [TPG]) mostrou atividade
antioxidante usando ensaios quimicos, mas nenhuma eficacia em diminuir a secregao
de citocinas pro-inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio em células de monécitos
humanos (THP-1) (PAP et al., 2021). As tecnologias alimentares sdo usadas para
produzir uma grande variedade de alimentos a base de polpa de groselha, mas o uso

de torta de prensa € incipiente. A prensagem de bagas deixa um subproduto,
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conhecido como bagaco, que normalmente € descartado em solos ou aterros
sanitarios. No entanto, o residuo de prensagem € uma fonte valiosa de carboidratos
gue podem ser utilizados como fonte de fibra alimentar, componentes estruturantes e
compostos bioativos, como os polifenois (ALBA et al., 2018).

O céancer é a principal causa de morte em todo o mundo, sendo responsavel
por quase 10 milhdes de mortes em 2020 ou quase uma em cada seis mortes
(BILLER; SCHRAG, 2021). Além disso, de acordo com os dados mais recentes
divulgados pelo Global Cancer Observatory (https://gco.iarc.fr/), o adenocarcinoma de
célon e reto, também denominado cancer colorretal, esta entre os trés tipos de cancer
com maior incidéncia mundial (10,2%). A semelhanca de todos os tipos de cancer, o
CCR caracteriza-se por uma patologia agressiva com carater invasivo e disseminativo
(BARS-CORTINA et al., 2022), com a presenca de sendo as lesdes precursoras ou
lesBes pré-neoplasicas, conhecidas como focos de criptas aberrantes (ACF) (BIRD,
1995). Em patrticular, foi relatado que os radicais livres, incluindo espécies reativas de
oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs), desempenham um papel
crucial na patogénese do cancer, assim como 0 processo inflamatorio e a disbiose
intestinal (EGHBALIFERIZ; IRANSHAHI, 2016; GUBINA-VAKULYCK et al., 2018).

Intervencdes experimentais e baseadas em humanos mostraram que frutas e
vegetais ricos em antocianinas estdo associados a uma diminui¢ao do risco de CCR
(DE SOUSA MORAES et al., 2019). De fato, as antocianinas tém sido associadas a
inibicdo da proliferagéo celular no cancer da mama (CHEN et al., 2018a), e a reducao
do numero de lesBes pré-neoplasicas no CCR (BARS-CORTINA et al., 2022), além
de prevenir a iniciacdo e progressdo do céancer, principalmente pela destruicdo
seletiva de células tumorais por meio de trés vias de sinalizacdo: AMPK,
PIBK/AKT/mTOR e vias JAK-STAT (OLEJNIK et al., 2018). Embora a atividade
antitumoral da groselha negra seja conhecida in vitro (XUE et al., 2022), os efeitos e
mecanismos da groselha negra contra o CCR in vivo néo estdo bem elucidados.

Ainda que os produtos derivados da groselha negra sejam fontes de compostos
antioxidantes, sabe-se da literatura que a alta atividade in vitro nem sempre se traduz
em atividade in vivo comparavel, principalmente devido a processos biolégicos que
ocorrem no organismo (GRANATO; MOCAN; CAMARA, 2020). Os estudos in vitro
costumam produzir resultados diferentes dos estudos in vivo, principalmente porque
um modelo in vitro estatico ndo considera a dinamica do transito durante a digestao

ou as condicbes microbianas e digestivas em varios segmentos do trato
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gastrointestinal (OLEJNIK et al., 2018). Além disso, justamente por causa desses
processos bioldgicos, esses compostos sao alterados por processos enzimaticos e
fermentativos, através de mecanismos de absorcao, transporte e biodisponibilidade,
influenciando sua bioatividade e no impacto em seu valor nutricional e propriedades
promotoras da saude (DO CARMO et al.,, 2018b; GONCALVES et al., 2021).
Considerando que o colon é um local importante para o metabolismo e absorcéo de
polifendis, principalmente antocianinas e seus produtos de degradacéo (OLEJNIK et
al., 2018), deve-se levar em conta que seus efeitos fisiologicos irdo depender de sua
biodisponibilidade e das concentracdes alcancadas nos tecidos-alvo.

Na préatica, uma das etapas para caracterizar novos ingredientes para o
desenvolvimento de alimentos (como a torta de groselha negra rica em antocianina),
uma investigacdo abrangente de sua bioatividade in vitro, triagem toxicologica inicial
em diferentes modelos celulares e os efeitos na microbiota intestinal sdo tarefas
cruciais a serem realizadas. Segundo a Autoridade Europeia para a Seguranca dos
Alimentos (EFSA EC 1924/2006), novos ingredientes devem atender a trés critérios:
(1) a substancia bioativa é suficientemente caracterizada, (2) a alega¢do proposta
deve incluir um efeito fisiolégico benéfico e (3) uma relacdo de causa e efeito entre a
substancia bioativa e o efeito fisiologico benéfico devem ser estabelecidos
(LENSSEN; BAST; DE BOER, 2018). Quanto a torta de groselha negra, dados in vivo
sdo escassos e devem ser disponibilizados para que os residuos alimentares gerados
pelo processamento de frutas possam ser utilizados para a fabricagdo de alimentos
de alto valor agregado. Nesse sentido, investigamos o potencial funcional dos extratos
da torta de groselha negra em modelos celulares, ap6s processo de digestao
gastrointestinal in vitro, bem como a ingestéo da torta de groselha negra bruta em
modelo animal in vivo induzido ao cancer colorretal. Com isso, examinamos as
alteracdes associadas a formacdo de focos de criptas aberrantes e alteracdes
morfoldgicas, composicdo da microbiota intestinal, expressdo de citocinas
inflamatorias e estresse oxidativo envolvido na regulacdo da carcinogénese nesses

animais.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 GROSELHA NEGRA

As groselhas sédo frutos de pequeno diametro, produzidos em plantas
arbustivas de porte relativamente baixo (Figura 1). Sdo pertencentes ao género Ribes
e genericamente oriundas de zonas temperadas como Europa, Asia Central ou
Ameérica do Norte, por exemplo. Embora a groselha-vermelha seja a mais conhecida,
existem diferentes tipos de variadas cores e com sabores e aromas diferentes, como
a groselheira-preta (Ribes nigrum), a groselheira-branca (variedade da vermelha) e a
uva-espim, ou groselheira-espim (Ribes uva-crispa). Uma ampla gama de compostos
nutricionais, como acidos organicos, acidos graxos insaturados, vitaminas,
polissacarideos, flavonoides e antocianinas, tornam a groselha uma das espécies

mais notaveis no reino das bagas (DUAN et al., 2020).

Figura 1 - Bagas e plantas de groselheira-preta (Ribes nigrum)

Fonte: Adaptado de Cortez e Gonzales de Mejia (2019)

Especialmente a groselha negra é de grande interesse entre o0s cientistas em
comparacao com outras variedades vegetais, devido ao seu conteado de compostos
polifendlicos que exibem uma variedade de propriedades saudaveis. A groselheira-
preta € originaria da Europa central e oriental, e do Norte e Centro da Asia, e atinge
de 1,50m a 1,80m (CORTEZ; GONZALEZ DE MEJIA, 2019). O arbusto de groselha é



19

comumente cultivado em climas temperados em todo o mundo. Seus frutos sdo uma
rica fonte de vitaminas, macro e microelementos, acidos organicos, pectinas e 6leos
essenciais, além de uma gama de compostos polifenélicos com agédo positiva no
organismo (CYBORAN et al., 2014; TABART et al., 2012).

O extrato de groselha negra é obtido por extracéo fisica e/ou quimicamente
assistida, para liberacdo completa dos fitoquimicos ligados dos residuos, enquanto o
p6é de groselha é obtido por liofiizagdo e moagem (ARCHAINA et al., 2018).
Tradicionalmente, a groselha negra € usada como corante alimentar natural devido ao
seu alto nivel de pigmentos coloridos (cerca de 700 mg de antocianinas/100 g de frutas
frescas), e € uma fruta classica que ha muito é usada para fazer suco, geleia, licor e
alguns medicamentos (XUE et al., 2022).

A groselha negra também € rica em &cido ascorbico, e isso, juntamente com
um alto teor de flavonoides, reforca a capacidade antioxidante da fruta e aumenta seu
potencial para promover beneficios a saude (XUE et al., 2022). Recentemente, a
groselha negra tem recebido consideravel atencdo devido aos seus beneficios
proeminentes para a salde humana, incluindo atividades antitumorais (OLEJNIK et
al., 2018), antimicrobianas e antiproliferativas (SALAMON et al., 2021), antioxidantes
(XU et al., 2018) e anti-inflamatérias (DIACONEASA et al., 2015; XU et al., 2018). As
evidéncias existentes indicam que uma dieta rica em frutas e vegetais, em particular
em compostos fendlicos e antocianinas, reduz a incidéncia de doengas, como o
cancer colorretal (OLEJNIK et al., 2018).

2.2 TORTA DA PRENSAGEM DE BAGAS

A demanda por produtos saudaveis tem levado pesquisadores e a industria a
desenvolverem alimentos sustentaveis ou nutracéuticos com altas propriedades
nutricionais. Os nutracéuticos sdo alimentos medicinais que desempenham um papel
na melhoria da saude, manutencdo do bem-estar e, assim, prevencao e tratamento
de doencas (KUMAR et al., 2017). A recuperacdo de compostos bioativos, como
vitaminas, lipidios e compostos fendlicos, de subprodutos do processamento de
alimentos e sua reutilizagcdo na cadeia alimentar contribui para o uso otimizado das
matérias-primas produzidas. Isso corresponde ainda ao crescente interesse dos

consumidores por nutrientes que que proporcionem efeitos benéficos aos seres
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humanos em termos de promocéao da saude e reducéo do risco de doencas (GARCIA-
MENDOZA et al., 2021).

Na industria de suco de bagas, a torta de prensagem deixada apds 0s
processos de filtragem pode representar aproximadamente 30% em peso das frutas
cruas em base seca. Essa torta é constituida, principalmente, por cascas, aparas,
talos, sementes, farelos e residuos remanescentes da extracdo do suco, 6leo, amido
e acucar, sendo uma excelente fonte de compostos polifendlicos, que podem ser
extraidos e utilizados para a produc¢éo de suplementos alimentares ou novos produtos
alimenticios (GRIMM et al., 2020).

A quantidade de torta de prensa no processo de producdo de suco é
significativa: SANDELL et al. (2009) relataram 24 + 4% de massa de baga com 38%
de matéria seca, e ainda é rico em antocianinas, flavonois e acidos hidroxicindmicos.
KHANAL et al. (2009) apontaram que 25-50% das procianidinas de mirtilos frescos
permanecem no bagaco ap0s a extracdo do suco, o que indica uma perda de
compostos nutricionais valiosos quando o bagaco deixa a cadeia alimentar. Sendo
assim, volume da torta de prensa é relevante porque mesmo com a melhor técnica
disponivel, a quantidade que permanece é importante e contém valiosos ingredientes
potenciais.

Atualmente na literatura had poucos trabalhos que colocam a torta da
prensagem de groselha negra no centro dessas andlises quimicas e investigam seus
efeitos na salde. Analises prévias da composicdo de bagacos de groselha negra
demonstraram quantidades de proteinas e carboidratos, celulose, lignina, pectina e
hemiceluloses com predominancia de fibras insolaveis. Além disso, os bagacos de
groselha eram compostos por acglucares como glicose e galactose, com outros
acucares presentes em menor concentracao (ALBA et al., 2018). A partir dessas
analises, os primeiros resultados biolégicos encontrados foram conduzidos em testes
in vitro (GRANATO et al., 2022; PAP et al.,, 2021). Dessa forma, os estudos em
modelos in vivo ainda séo incipientes e, portanto, mais pesquisas Sd0 necessarias

para investigar seu potencial biologico e funcional na satude e na doenca.

2.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Estimativas sugerem que existam mais de 8.000 tipos de polifendis diferentes,

representando uma abundante classe de metabdlitos secundarios e sendo
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enquadrados em diferentes classes gerais com base em sua estrutura quimica
(HARRIS; DENICOLA, 2020). Um polifenol € um composto que contém em sua
estrutura um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxila (-OH) ligado a um anel
benzénico (HALLIWELL, 2007) e o numero de subunidades de fenol determina a
classificagdo dos compostos em flavonoides, os acidos fendlicos (essencialmente
acidos hidroxibenzodicos e hidroxicinamicos) e os taninos, que séo 0s trés maiores
grupos de fendlicos encontrados (OLSZOWY, 2019).

Esses compostos fendlicos estdo presentes em diversos produtos vegetais e
vém sendo cada vez mais estudados em funcdo da capacidade em proporcionar
atividades bioldgicas promotoras da saude, bem como capacidade antioxidante,
regulacao do crescimento, atividade hormonal, atividade antimicrobiana, regulacdo do
pH, metabolismo, entre outros (EGHBALIFERIZ; IRANSHAHI, 2016). Sendo assim, a
ingestdo de alimentos que incluam compostos fendlicos melhora a qualidade de vida
e reestabelece o equilibrio no mecanismo de protecdo ao organismo (OLAS, 2018).

Numerosos estudos mostraram que os polifendis vegetais sao eficazes na
eliminacdo de radicais livres, que sdo promotores do estresse oxidativo (HARRIS;
DENICOLA, 2020). O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio
entre a geracao de espécies reativas de oxigénio e sistemas antioxidantes endégenos.
Resumidamente, as moléculas de oxigénio que ndo sdo devidamente reduzidas pelo
sistema endogeno, recebem somente um elétron, que ocupara um dos orbitais
externos, enquanto que o outro continuard ndao emparelhado, acarretando o
surgimento de intermediarios altamente reativos, denominados espécies reativas de
oxigénio (EROs) (HALLIWELL, 2007). Como forma de retardar essas reacdes
danosas ao organismo e interromper reacdes de radicais em cadeia, sdo utilizados
substancias com propriedades antioxidantes que, quando presente em certas
guantidades, se opde a oxidacdo ou inibe reacdes promovidas pelo oxigénio ou
peréxido (WOLFE; LIU, 2007).

O potencial quimiopreventivo dos polifendis tem chamado atencdo dos
estudiosos, podendo ser explicado como a capacidade desses polifenois agirem em
diversas vias ou sistemas de sinalizacdo intracelular envolvidos na iniciagdo ou
promoc¢do do cancer, podendo, assim, interromper ou reverter o desenvolvimento
tumoral. As atencfes se voltam para a capacidade desses compostos em
desencadear apoptose de células cancerosas por meio da modulacdo de

componentes essenciais nas vias de sinalizagéo celular (HAZAFA et al., 2020).
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2.4 ANTOCIANINAS

As antocianinas sao um subgrupo de flavonoéides, caracterizado por ser uma
classe prevalente e numerosa de metabdlitos secundarios de plantas, que
compartiiham o esqueleto Cs-C3-Cs flavan ou 2-fenil-benzodi-hidorpirano. As
antocianinas podem ser ainda divididas com base em suas substituicées no esqueleto,
especialmente no anel B, ou na glicosilacdo no anel A e C. Entre os derivados de
antocianinas estruturalmente diferentes, apenas seis (cianidina, delfinidina, malvidina,
pelargonidina, peonidina e petunidina — Figura 2) sdo predominantes na natureza e
representam aproximadamente 90% de todas as antocianinas conhecidas até o
momento (OCKERMANN et al., 2021).

Figura 2 - Estrutura quimica das antocianinas

Cyanidin Pelargonidin Peonidin
OH OCH; OH
OH OH OH
+ + +
HO O Oy ‘ OH HO O Oy O OCH, HO O Oy O OCH,
Z Z Z
OH OH OH
OH OH OH
Delphinidin Malvidin Petunidin

Fonte: Adaptado de Salehi et al. (2020).

Na groselha negra, as antocianinas representam mais de 90% do total de
polifendis, incluindo cianidina 3-O-glicosideo, delfinidina 3-O-glicosideo, cianidina 3-
O-rutinosideo, delfinidina 3-O-rutinosideo (Figura 3). Geralmente, a cianidina é a
antocianina mais abundante e a cianidina-3-glicosideo a antocianina mais comum
encontrada na groselha negra (OLEJNIK et al., 2018). Devido ao seu alto teor de

antocianinas e sua grande area de cultivo, as groselhas negras sao uma excelente
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fonte de antocianinas como corantes naturais e ingredientes bioativos de alimentos e
produtos de saude (YANG et al., 2019).

Figura 3 - Estrutura das principais antocianinas presentes na groselha negra

TH

Cyanidin 3-C-glucoside

OH G-
Cyanidin 3-C-rutinoside Delphinidin 3- O-rutinoside

Fonte: Adaptado de Cortez e Gonzales de Mejia (2019)

As concentracfes de antocianinas em frutas/legumes sdo influenciadas por
fatores genéticos, ambientais e agronémicos como luz, temperatura, umidade,
fertilizacdo, estadgio de maturidade na colheita, processamento de alimentos e
condi¢cBes de armazenamento (CHANDRA SINGH et al., 2020). As antocianinas estao
presentes principalmente nas camadas epidérmicas e hipodérmicas da casca do fruto,
mas também estéo presentes em todo o fruto, nos tecidos circundantes das sementes,
assim como localizadas na polpa de alguns frutos (BELWAL et al., 2020).

Estudos demonstram que os alimentos ricos em antocianinas apresentam
vérias atividades biolégicas que podem ter implicagbes positivas na saude humana,
incluindo atividades antimicrobianas (ZHAO et al., 2021), anti-inflamatorias (YAZAWA
etal., 2011), antidiabéticas e antioxidantes (EKER et al., 2020; GREMSKI et al., 2019),
neuroprotetores (KENT et al., 2017) e anticancer (FAKHRI et al., 2020). Ha também
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seu uso comercial através das industrias de nutracéuticos, medicamentos e de
cosmeéticos que utilizam antocianinas como corantes naturais para funcdes biolégicas
(BELWAL et al., 2020).

Para que exercam suas fungBes no organismo, as antocianinas dietéticas
precisam estar disponiveis na circulacdo e nos tecidos. A absorcdo de antocianinas
se inicia na cavidade oral, através da acdo enzimatica da microbiota oral, temperatura
oral elevada e, em menor grau, ligacdo das antocianinas as proteinas salivares. No
estbmago, a absorcdo gastrica é um passo primordial em relagdo ao grande e rapido
aparecimento das antocianinas na circulacdo sistémica. Além disso, o baixo pH
estomacal (1,5-4) favorece a estabilidade das antocianinas, permitindo que elas
persistam na forma glicosidica. O intestino delgado € o principal local de absorcao de
antocianinas. La, as antocianinas podem sofrer desglicosilacdo produzindo as
antocianidinas (forma de aglicona), que podem entdo entrar nas células epiteliais por

transporte passivo e exercer suas funcdes bioldgicas (BARS-CORTINA et al., 2022).

2.5 DIGESTAO GASTROINTESTINAL IN VITRO

O interesse por modelo de digestéo in vitro tornou-se maior nos ultimos anos,
uma vez gque sdo adequados para estudos mecanisticos e construcdo de hipéteses.
O objetivo de seu uso é tentar mimetizar as condi¢des fisiolégicas in vivo, levando em
consideracao a presenca de enzimas e suas diferentes concentracoes, alteracdes de
pH, tempo de digestdo, entre outros fatores. Esse modelo engloba a simulacédo de
uma digestdo humana que inclui fases oral, gastrica e do intestino delgado e,
ocasionalmente, fermentagéo do intestino grosso (MINEKUS et al., 2014).

Apesar da grande quantidade de pesquisas sobre as propriedades benéficas a
salude das bagas, os estudos que investigam os efeitos da digestdo gastrointestinal
sobre o perfil quimico e nutricional sdo escassos (OLEJNIK et al.,, 2018). A
determinacao da bioacessibilidade e eficacia dos compostos presentes no alimento
devem estar biodisponiveis para absorcdo (CHIANG; KADOUH; ZHOU, 2013).
Quando falamos em digestéo de polifendis, devemos entender que esse grupo sofre
modificacbes consideraveis durante o trato gastrointestinal e, portanto, é
recomendado levar em consideracdo sua influéncia nas propriedades benéficas
atribuidas a sua ingestao (BURGOS-EDWARDS et al., 2020). Os compostos fendlicos

podem ser sensiveis as condi¢des de digestdo e alguns podem ser modificados em
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estruturas promotoras de saude favoraveis ou desfavoraveis (CHIANG; KADOUH,;
ZHOU, 2013).

As antocianinas, particularmente, ao longo do processo de digestao, sofrem
uma intensa variagdo de pH que, juntamente com a agdo enzimatica e bacteriana,
pode causar a hidrélise e transformacdo em metabdlitos, produtos conjugados ou
compostos fenolicos mais simples (TENA; MARTIN; ASUERO, 2020). A administrac&o
de antocianinas em ratos demonstrou que séo inicialmente absorvidas no estbmago
(25%), rapidamente absorvidas no intestino delgado (12 a 15%) e parte delas atingem
0 intestino grosso, onde sdo metabolizados pela microbiota em catabdlitos de baixo
peso molecular, podendo ser excretados ou reabsorvidos (SALEHI et al., 2020; TENA;
MARTIN; ASUERO, 2020).

Existem muitos fatores criticos que afetam o destino das antocianinas e seus
metabdlitos como: a facilidade de atravessar membranas, digestibilidade, pH, acdo da
microbiota intestinal, presenca de acidos biliares ou matriz alimentar. Em relacdo as
esses aspectos, € necessario a variabilidade interindividual que, devido a fatores
intrinsecos, podem induzir diferengas marcantes sobre as enzimas e atividade
microbiana (GONCALVES et al., 2021). Os dultimos estudos tém enfatizado,
principalmente, o papel fundamental da microbiota na transformacéo de antocianinas,
0 que nao é considerado em ensaios in vitro, mas também ainda é pouco estudado
em estudos in vivo e ex vivo (TENA; MARTIN; ASUERO, 2020). A acido e
metabolizacdo da microbiota intestinal nas moléculas das antocianinas produz quebra
em moléculas menores, como acido protocatecuico, acido vanilico ou acido ferualico
(KRGA et al., 2018). Por um lado, os métodos in vitro (ensaios baseados em células)
falham em considerar o papel da microbiota individual presente no corpo
humano; enquanto, por outro lado, em ensaios in vivo (ensaios em humanos e estudos
em animais), cada sujeito tem sua propria microbiota (CHIANG; KADOUH; ZHOU,
2013).

2.6 CANCER COLORRETAL

Caracterizado por um crescimento desordenado de células tumorais, o cancer
€ uma doenca multifatorial que estd relacionada com anormalidades do estado
metabalico do individuo, principalmente quando se trata de processos inflamatérios
(ARMSTRONG et al., 2018). O cancer colorretal (CCR) € o terceiro cancer mais
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comumente diagnosticado em todo o0 mundo e um dos canceres mais amplamente
estudados e sua incidéncia tem aumentado dramaticamente, especialmente em
paises desenvolvidos (INCA, 2021). A etiologia da doenca esta baseada em fatores
ambientais como estilo de vida e fatores intrinsecos como o microambiente
inflamatorio e o estresse oxidativo, que também ocasionam disbiose microbiana.
Essas alteracdes, ja comprovada cientificamente, se dado através de mecanismos
relacionados com o aumento de citocinas pro-inflamatoérias (TNF-a, IFN-y, IL-17) e
também pela desregulacdo de genes decorrente de polimorfismos (ARMSTRONG et
al., 2018; DE ALMEIDA et al., 2019; REA et al., 2018; TIKKA et al., 2020).

A carcinogénese colorretal inclui mudancas na mucosa do célon tanto a nivel
histol6gico como molecular e o aparecimento de lesdes pré-neoplasicas é o primeiro
passo desse processo, conhecidas como focos de cripta aberrante (FCA) (BIRD RP,
1995). Histologicamente, os FCA sdo um grupo heterogéneo de lesdes intraepiteliais
gue apresentam caracteristicas variaveis, desde atipia quase normal ou leve até
displasia grave (ESSAWY et al., 2017), identificadas por uma morfologia caracteristica
de criptas aumentadas, revestimento epitelial espessado, limens irregulares e
elevacdo da mucosa (RAMOS CAETANO et al., 2020).

Uma vez feito o diagnoéstico, usualmente por colonoscopia e, posteriormente,
por analise histologica do célon, o tratamento baseia-se em cirurgia, quimioterapia,
radioterapia ou ambos. Além da acao inespecifica dos quimioterapicos, tem-se ainda,
uma série de efeitos adversos, como nausea, vomito, diarreia, mucosite da cavidade
oral, dores de cabeca, mielossupressao, anemia, cardiotoxicidade, agranulocitose,
alopecia, entre outros (REJHOVA et al., 2018). Diante desse cenéario, é cada vez maior
0 interesse por novos alimentos ricos em compostos bioativos capazes de reduzir os
efeitos colaterais dos tratamentos quimioterapicos e radioterapicos, além de modular
0 processo inflamatorio, reduzir a disbiose bacteriana e prevenir a ocorréncia de
doencas como o cancer colorretal.

Estudos recentes sugerem uma reducao no risco de desenvolvimento de varios
tipos de canceres quando associado a ingestao regular de frutas e vegetais (CHENG
etal., 2019; FARRAS et al., 2020; SCHWINGSHACKL et al., 2017). Esse fato se deve
ao grande numero de compostos bioativos presentes nestes alimentos, que sao
moléculas organicas de baixa massa molecular (polissacarideos, polifendis,
carotenoides, entre outros) responsaveis por atuar sobre um organismo vivo, tecido

ou células, em relacdo a mudangas em seu comportamento, fisiologia ou metabolismo
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(KUMAR et al., 2021). Através dessas propriedades, os compostos bioativos podem
atuar, direta e indiretamente na prevencao ou tratamento de doencas como diabetes,
doencas cardiovasculares e também o cancer (MEREGALLI, 2017; OLEJNIK et al.,
2018).

Outro ponto importante a ser levado em consideracdo € que a microbiota
intestinal pode ser modulada de forma preventiva ou terapéutica a partir da
alimentacao (POPE et al., 2017). Dessa forma, o entendimento de como 0S compostos
gerados através do processamento digestivo dos alimentos podem modular o
microbioma intestinal, usando um modelo de tumor in vitro e in vivo, é essencial para

a determinacao do potencial funcional desses ingredientes.
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3 JUSTIFICATIVA

Levando em consideracdo que o0 processo digestivo transforma
metabolicamente os constituintes bioativos dos alimentos e que isso afeta diretamente
suas propriedades funcionais, o presente estudo foi desenvolvido como forma de
comparar amostras brutas e amostras que passaram pelo processo de digestdo in
vitro. Até o momento, a maioria das pesquisas tem se concentrado apenas em extratos
brutos de torta de groselha negra, sem considerar sua biodisponibilidade, que
depende em grande parte da estabilidade digestiva, absorcdo intestinal e
transformacdes metabdlicas dos constituintes.

Além disso, 0 reaproveitamento de residuos, que normalmente sao
descartados em solos e aterros sanitarios, contribuindo para a poluicdo, podem
propiciar a ocorréncia de maior economia circular do alimento, promover
aproveitamento integral da baga e favorecer a consciéncia social e ambiental.

No que diz respeito ao cancer colorretal, pouco se sabe sobre os efeitos da
digestdo gastrointestinal de compostos fendlicos da torta de groselha negra na sua
atividade bioldgica, incluindo seu potencial anticancerigeno. No entanto, 0s

mecanismos dessa atividade antitumoral permanecem incipientes.
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4 OBJETIVOS

O trabalho foi desenvolvido tracando objetivos gerais e especificos, como
observado a seguir:

4.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho objetivou extrair compostos bioativos, mais
especificamente antocianinas, da torta de prensagem comercial de groselha negra e
avaliar as propriedades funcionais do extrato aquoso atraves de analises quimicas e
de seu potencial bioativo em modelos in vitro antes e depois do processo de digestao
gastrointestinal in vitro, bem como sua ingestdo bruta em modelos in vivo induzidos

ao cancer colorretal.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Extrair os compostos bioativos da torta de prensagem comercial de groselha negra,
a partir do método de maceracao;

b) Realizar o processo de digestdo gastrointestinal in vitro da torta de groselha negra

bruta;

c) Realizar analises quimicas e atividade antioxidante dos extratos obtidos;

d) Avaliar o potencial funcional in vitro dos extratos;

e) Avaliar o potencial funcional da torta de groselha negra em modelo in vivo usando

ratos Wistar cancer-induzidos;



30

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 OBTENCAO E EXTRACAO DA TORTA DE GROSELHA NEGRA

A torta industrial de groselha negra (teor de umidade de 49,6%) foi obtida em
2019 de uma empresa de processamento de bagas localizada no leste da Finlandia
(Suomussalmi), secada e enviada ao Brasil para andlises (Figura 4). As matérias-
primas foram extraidas usando um meétodo classico de maceracédo, de acordo com
PAP et al. (2021). Para a extracdo por maceracao, foram misturados 20 g da matéria-
prima e 200 mL de agua destilada, sob agitacdo magnética constante por 60 min com
monitoramento da temperatura a 40 °C. Em seguida, os extratos foram filtrados
usando papel Whatman n°l. As extracdes foram realizadas em duas réplicas

independentes.

Figura 4 - Torta de groselha negra utilizada nos experimentos

Fonte: Do autor (2022).

5.2 PROCESSO DE DIGESTAO IN VITRO

A digestéo in vitro foi realizada de acordo com o protocolo COST INFOGEST
(MINEKUS et al.,, 2014), seguindo a porcao recomendada de pequenas bagas,
incluindo etapas sequenciais de digestdo oral, gastrica e intestinal. Resumidamente,
5g da torta de groselha negra foram submetidos as fases oral (pH 7, solucéo de
amilase), gastrica (pH 2, solucdo de pepsina) e intestinal (pH 7, solugdo de
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pancreatina/sais biliares), incubadas em banho-maria a 110 oscilagbes/min; a 37 °C,
por 5 min na fase oral e 2 h nas fases gastrica e intestinal. As amostras foram entédo
centrifugadas a 10.000 RPM por 10 min para separar a fragdo soluvel ou bioacessivel
da fracdo residual, sendo coletado o sobrenadante. Para analise em cultura celular,
apos a digestao gastrointestinal, foi utilizado 2% de acido tricloroacético (TCA), com o
intuito de inibir as diferentes atividades enzimaticas. Brancos sem amostra foram
executados em paralelo e analisados para descartar interferéncias devido aos
reagentes do processo de digestdo. O pH foi ajustado para 2,5 a fim de obter maior

estabilizacdo dos compostos fendlicos.

5.3 ANALISE QUIMICA DOS EXTRATOS

5.3.1 Conteudo fenélico total

O conteudo de fendlicos totais foi quantificado de acordo com o método
colorimétrico de Azul da Prussia, conforme descrito por PRICE; BUTLER (1977) e
adaptado por MARGRAF et al. (2015). Para isso, foi pipetado em microplaca de 96
pocos uma aliquota de 100 pL da solucdo de cloreto férrico hexahidratado
(FeCls.6H20) (0,5 mmol/L) e 100 yL das amostras de extratos de torta de groselha
negra, nas devidas proporc¢des (1:100, v/v), deixando reagir por 2 min. Posteriormente
a absorbancia foi medida no comprimento de onda de 725 nm em leitor de microplacas
(Synergy-BIOTEK, Winooski, VT, EUA). A linha de base do equipamento foi registrada
utilizando uma solucdo com todos os reagentes nas devidas proporcdes, com excecao
da amostra, substituida por agua ultrapura. Para calcular o teor de compostos
fendlicos totais foi construida uma curva analitica com acido gélico na faixa de
concentracédo de 0 - 35 mg/L, obtendo-se um R?=0,999. A andlise foi realizada em
triplicata e os resultados foram expressos em mg de acido gélico equivalente a 100 g

de torta de groselha preta (mg GAE/100 g).

5.3.2 Contelido de antocianinas, taninos condensados e acidos fenélicos

A determinacgédo por HPLC de antocianinas, taninos condensados e dos acidos
cafeoilquinicos dos extratos de torta de groselha negra foi realizada de acordo com o
método descrito por (HELLSTROM; MATTILA; KARJALAINEN, 2013). O dispositivo
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de HPLC Agilent 1100 (Agilent Technologies Inc., Espoo, Finlandia) equipado com
deteccgéao de arranjo de diodos (DAD) e uma coluna Gemini C18 (150 x 4,6 mm, 5 um)
foi usado e a separacao foi realizada com uma eluicdo em gradiente de acetonitrila
em 5% de &cido férmico (aq). Todas as antocianinas foram quantificadas no
comprimento de onda de deteccdo de 518 nm usando um padréo externo de cianidina
3- O -rutinosideo, delfinidina 3- O -rutinosideo, cianidina 3- O -glicosideo, delfinidina

3- O-glucosido. Trés réplicas foram analisadas a partir das amostras.

5.3.3 Atividade antioxidante (DPPH, FRAP e FCRC)

A atividade antioxidante frente ao radical DPPH foi determinada conforme a
metodologia descrita por BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET (1995). Em
microplacas de 96 pocos foram adicionados 40 puL de amostras de extratos de torta
de groselha negra diluidas (1:50, v/v) e 260 pL de uma solucdo metandlica de 0,10
mmol/L de DPPH. Decorrido o tempo de reacdo, 30 min, em um ambiente escuro, com
temperatura de aproximadamente 25 °C, a absorbéancia foi registrada no comprimento
de onda de 517 nm, utilizando espectrofotbmetro de microplacas (Synergy-BIOTEK,
Winooski, VT, EUA). A linha de base do equipamento foi registrada a partir de uma
solugcdo com todos os reagentes em suas devidas propor¢cdes, com excecdo da
amostra, substituida por 4gua ultrapura. A curva analitica foi preparada com solucéo
padrdo de acido ascorbico, na faixa de concentracdo de 0 a 21 mg/L, obtendo-se um
R2=0992.

O potencial antioxidante de determinacdo do poder de reducdo do ion ferro
(FRAP) foi determinado conforme metodologia descrita por BENZIE; STRAIN (1996).
O reagente FRAP foi preparado a partir da adicdo de 25 ml de tampéao acetato 0,3
mol.L, 2,5 ml de uma solucéo de TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina) 10 mmol.L* e
2,5 mL de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mmol.L. Para a reacéo, 120 pL
da amostra devidamente diluida foram misturados com 1680 pL de reagente FRAP
recém-preparado. As amostras foram incubadas em banho-maria a 37 °C por 30 min
e depois lidas em espectrofotdmetro UV-VIS a 595 nm. As analises foram realizadas
em triplicata e os resultados obtidos foram calculados a partir da curva de calibragéo
e expressos em mg equivalentes de acido ascérbico em 100 g de torta de groselha
negra (mg AAE/100 g).
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A capacidade redutora de Folin-Ciocalteu foi testada conforme MARGRAF et
al. (2015) e As analises foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos foram
calculados a partir da curva de calibragéo e expressos em ug de equivalente de acido
galico por mL (ug GAE /mL).

5.4 SISTEMA TESTE IN VITRO

5.4.1 Linhagens celulares e condi¢cdo de cultivo

As linhagens celulares: Caco-2 (células epiteliais de adenocarcinoma
colorretal), HepG2 (células de hepatocarcinoma humano) e EA.hy926 (hibrido de
células sométicas endoteliais) foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, Brasil. Foram mantidas estocadas em nitrogénio liquido (-195 °C), em
aliquotas de 2 x 108 células/mL em uma solucédo de congelamento composta por 90%
de soro bovino fetal (Nutricell) e 10% de dimetilsulféxido (DMSO, SigmaAldrich).

As células Caco-2 e EA.hy926 foram mantidas em meio de cultura DMEM/High
glucose, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e as células HepG2 foram
mantidas em meio de cultura DMEM/Ham-F12, suplementado com 10% de SFB (SFB,
Gibco, Sao Paulo, Brasil). Todos os meios continham 100 Ul de penicilina/100 ug de
estreptomicina. As linhagens celulares foram cultivadas em incubadora umidificada a
37 °C contendo 5% de CO:z e as culturas foram replicadas a cada 2 ou 3 dias e apenas

células na fase exponencial do crescimento foram utilizadas neste estudo.

5.4.2 Teste de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazdélio). As células foram plaqueadas em placas
de 96 pocos a uma densidade de 1 x 10* células/poco (Caco-2 e EA.hy926) e 2 x 104
(HepG2), 100 uL/pogo. Apds 24 h, as células foram tratadas com 100 pL de
concentracdes seriadas (10 - 100 pg/mL) de extrato digerido e n&o digerido de torta
de groselha negra. Apés 48 h de tratamento, 10 pyL de solugdo de MTT (0,5 mg/mL)
foram adicionados em cada poco. Apos 4 h de incubacao a 37 °C, o sobrenadante foi
removido e os cristais de fomazan que se formaram foram dissolvidos em 100 uL de

dimetilsulféxido (DMSO), sendo que a quantidade de formazan produzida é
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diretamente proporcional ao numero de células vivas. A absorbancia a 570 nm foi lida
utilizando um leitor de microplacas (Synergy™ H1, Biotek).

A concentragdo que promove 50% de inibigao do crescimento celular (ICso), a
concentracéo do agente que inibe o crescimento em 50% em comparagdo com células
nao tratadas (IGso) e a concentragdo do agente que resulta em uma perda liquida de
50% de células em comparacdo com o numero de células no inicio do tratamento
(LCs0) foi determinada de acordo com DO CARMO et al. (2019). Os experimentos
foram conduzidos em medidas quadruplicadas e a analise dose-resposta foi
determinada por meio de regressdo nao-linear usando o software GraphPad Prism®
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA).

5.4.3 Andlise de espécies reativas de oxigénio (EROs)

A analise de EROs intracelular foi avaliada nas mesmas linhagens celulares,
utilizando o ensaio de diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceina (DCFH-DA). Células
Caco-2, HepG2 e EA.hy926 foram cultivadas em placas de 96 poc¢os a uma densidade
de 6 x 10 por pocgo, 100 pL/pogo. Apds 24 h, as células foram tratadas com 100 pL
de concentracdes seriadas (5 - 50 pg/mL) de extrato digerido e ndo digerido de torta
de groselha negra com ou sem a presenca de peréxido de hidrogénio (22,5 umol/L),
por 1 h a 37 °C. Apés o tratamento, os tratamentos foram removidos, 0s poc¢os foram
lavados com 100 pL de PBS e posteriormente foi adicionado uma mistura de H20:2
(22,5 pmol/L) diluido em solucdo de HANKS em cada poco. A intensidade de
fluorescéncia (Aemissao = 538 nm e Aexcitacdo = 485 nm) foi medida (ESCHER et al.,
2018) utilizando um leitor de microplacas (Synergy™ H1, Biotek). O experimento foi
conduzido em triplicatas e os resultados foram analisados usando o software
GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA).

5.4.4 Marcadores do estresse oxidativo

A linhagem celular EA.hy926 foi semeada em placas de 24 pocos a uma
densidade de 5 x 10° células/poco em 1000 uL de meio de cultura e incubada por 24
h a 37 °C. A linhagem celular foi tratada com amostras em diferentes concentracdes

(5, 25 e 50 pg/ml) por 1 h, com ou sem peroxido de hidrogénio (H202). ApoOs o
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tratamento, o meio foi removido e as células sdo coletadas e ressuspendidas em 250
uL de PBS. As amostras foram armazenadas em -80 °C até o momento das analises.
As atividades dos niveis de MDA, GSH, GSSG e GSH Total e NADPH foram medidos
em triplicata previamente detalhados por PINHEIRO et al. (2016).

5.4.4.1 Peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica foi determinada medindo as substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS). Resumidamente, em microtubos, foram adicionados 50
ul de cada amostra celular, 50 pL de agua destilada, 50 pL de dodecil sulfato de sédio
(SDS 8,1%), 175 pL de tampéao de acido acético e 175 pL de acido tiobarbittrico 0,6%.
Em seguida, os microtubos foram colocados em banho-maria por 1 h a 95 °C para
ocorrer a reacdo. Os microtubos entao foram centrifugados a 10.000 RPM por 10 min.
De cada microtubo foram coletados 150 pL da mistura e colocado em placa de 96
pocos de fundo transparente em triplicata. Foi realizada leitura em leitor de
microplacas (Synergy™ H1, Biotek) a 532 nm de absorbéancia e os niveis de oxidacao

lipidica foram expressos em termos de malondialdeido (MDA, nmol/mL).

5.4.4.2 indice da capacidade total antioxidante das células

Os niveis de GSH foram medidos para avaliar o indice da capacidade total
antioxidante das células ap6s um estresse oxidativo. A concentracao total de GSH foi
determinada da seguinte maneira: 20 pL de cada homogeneizado celular foi
adicionado em placa de 96 pocos de fundo transparente, assim como 0s respectivos
pontos da curva padrdo. Em seguida, 175 L tampao fosfato de potassio [1M] pH 7,4
e 10 pL de DTNB (Reagente de Ellman) foram adicionados. Foi realizada leitura em
leitor de microplacas (Synergy™ H1, Biotek) a 412 nm. Para medir GSSG, 25 uL da
solugdo glutationa redutase e NADPH foi adicionado nos pog¢os, menos no
correspondente ao branco da curva padréo, sendo mantido em descanso por 20 min
a 37 °C e posteriormente lido em 412 nm. A glutationa foi usada como padrao e os
resultados foram expressos em relagdo micromol de GSH e GSSG/mg de proteina.
Os valores de GSH total foram encontrados com base na soma dos valores de GSH
e GSSG.
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5.4.4.3 Superdéxido dependente de NADPH

A quimioluminescéncia de lucigenina foi realizada para avaliar a producao de
superoxido dependente de NADPH. Resumidamente, 50 pL de cada amostra foi
adicionado nos pocos correspondentes em uma placa de 96 pocos de fundo branco.
Em seguida, 175 pL de lucigenina (5 umol/L) foi adicionada ao homogeneizado celular
em cada poco. A leitura basal foi realizada em aparelho espectofotbmetro com método
de quimioluminescéncia a 37 °C por 5 min, para a leitura basal. Apds a primeira leitura,
25 pL de uma concentragao de BNADPH (12 umol/L) foi adicionado e as contagens
de luminescéncia foram continuamente quantificadas nas mesmas condi¢des por 20
min. Os resultados foram quantificados subtraindo o sinal de fundo do sinal dirigido
por NADPH, seguido pela normalizacdo da quantidade de proteina celular. Os

resultados foram expressos como quimioluminescéncia de lucigenina/mg de proteina.

5.5 SISTEMA TESTE IN VIVO

5.5.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (espécie Rattus norvegicus),
com 4 semanas de vida e peso corpéreo (p.c.) inicial aproximado de 80 — 100 g,
oriundos do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Alfenas. A conducéo
experimental foi aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Alfenas - CEUA (Protocolo 0011/2021, APENDICE A) e seguindo 0s
principios éticos para pesquisa animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacéo Animal (COBEA). Durante o periodo experimental, os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno sob ciclo claro/escuro de 12 h a uma temperatura
média de 23°C = 2 ° C, com acesso a ra¢gdo e agua ad libitum. O peso dos animais foi
monitorado semanalmente do inicio ao final do experimento e o0 consumo alimentar foi

monitorado diariamente.

5.5.2 Formulagéo e caracterizacéo das ragdes experimentais

As dietas experimentais foram preparadas conforme descrito por AZEVEDO et

al. (2003). Quatro matrizes alimenticias para roedores foram preparadas, a partir da
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moagem da racdo comercial Nuvilab CR-1 e da torta de groselha negra (TGN),
adicionado de celulose para igualar os teores de fibras de todas as racfes, com base
na quantidade de fibra presente na maior quantidade de torta de groselha negra
adicionada, conforme quantidades descritas na Tabela 1. Cada um dos ingredientes
foi pesado e passado pela peneira para melhor homogeneiza¢do e incorporagao

(Figura 5). As dietas foram refrigeradas a 2 — 8 °C até serem fornecidas aos animais.

Tabela 1 - Formulag&o das dietas experimentais

Dietas experimentais Nuvilab (g/100g) Celulose (g/100g) TGN (g/100g)
Nuvilab + celulose 96,39 3,50 -
Nuvilab + TGN 5% + celulose 93,79 2,29 5¢g
Nuvilab + TGN 10% + celulose 88,79 1,179 10g
Nuvilab + TGN 15% 859 - 15¢g

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
Legenda: TGN (torta de groselha negra).

Figura 5 - Processo de producéo das dietas experimentais

Fonte: Do autor (2022).

Legenda: 1) Processo de moagem da torta de groselha negra.
2) Pesagem dos componentes das racdes experimentais.
3) Processo de incorporagdo dos componentes alimentares.
4) Racgbes experimentais prontas para consumo.
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A analise quimica e caracterizacdo das racdes foram realizadas em triplicata,
conforme (AOAC, 2012). A umidade foi determinada em estufa (Nova Etica®, modelo
400/6ND, Sao Paulo, Brasil) a 105 °C. As cinzas foram quantificadas em forno mufla
(Quimis, modelo Q320 M, Brasil) a 550 °C. O teor de proteina foi determinado através
de micro-Kjeldahl. A proteina foi determinada como porcentagem de nitrogénio x 6,25.
A fibra alimentar total (fibra solivel e insollvel) das amostras secas e isentas de
gordura foi determinada pelo método gravimétrico ndo enzimatico. a-amilase,
proteases e enzimas de amiloglucosidase termorresistentes (kit de ensaio de fibra
dietética total, Sigma®) foram usados para realizar a hidrolise enzimatica. O teor de
fibra alimentar total foi obtido pela soma das fracdes soluvel e insoluvel. O conteudo
lipidico foi determinado pelo método de Soxhlet. Os carboidratos foram calculados por
diferenca, usando a seguinte equacédo: [100 - (% umidade + % lipidios + % proteinas

+ % fibra alimentar total + % cinzas)].

5.5.3 Agente indutor de les&o colorretal

Os animais foram induzidos com cancer de célon administrando quatro injecdes
subcutédnea de dicloridrato de 1,2-dimetilhidrazina (DMH, 40 mg/kg b.w., Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), uma vez por semana durante quatro semanas. O DMH
foi dissolvido em acido etilenodiamino tetra acético (EDTA, 1mM) e os animais néo
induzidos receberam injecbes semelhantes de solucéo de EDTA.

5.5.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi realizado com 6 grupos (n = 10 animais por
grupo). Um resumo acerca dos grupos experimentais pode ser observado na Tabela
2. Os animais foram alocados aleatoriamente em G1 (controle negativo, Nuvilab
comercial + EDTA), G2 (Nuvilab com 15% de torta de groselha negra + EDTA), G3
(controle positivo, Nuvilab comercial + DMH), G4 (Nuvilab com 5% de torta de groselha
negra + DMH), G5 (Nuvilab com 10% de torta de groselha negra + DMH) e G6 (Nuvilab
com 15% de torta de groselha negra + DMH).

O estudo foi conduzido por um periodo total de 6 semanas, conforme mostrado
na Figura 6. A ragdo com e sem os tratamentos foi dada a todos eles por via oral a

vontade em potes de aluminio concomitante com a aplicacdo do pro-carcinégeno



39

DMH, durante todo o experimento. As diferentes doses de torta de groselha negra
utilizadas neste estudo foram estabelecidas com base em ensaios anteriormente
realizados em nosso laboratério e ndo incluidos nesta proposta. A administracdo do
DMH nos animais foi realizada sempre no quinto dia de cada semana, 1x por semana,
durante 4 semanas, por via subcutanea (s.c.), de modo que ao final da quarta semana
a dose final fosse de 160 mg/kg p.c. s.c., conforme delineamento previamente
realizado por (FIDELIS et al., 2021). Os animais do grupo controle negativo e TGN
15% receberam a mesma quantidade de EDTA 1mM s.c., a fim de se simular o

estresse experimental.

Tabela 2 - Grupos experimentais avaliados no modelo experimental in vivo

Grupos Tratamentos
Gl Controle negativo (Racdo comercial + celulose + EDTA 1 mM, s.c.)
G2 Controle TGN 15% (Racéo comercial + TGN + EDTA 1 mM, s.c.)
G3 Controle positivo (Rag&o comercial + celulose + DMH 40 mg/Kg p.c., s.c.)
G4 TGN 5% (Ragé&o comercial + TGN + celulose + DMH 40 mg/Kg p.c., s.c.)
G5 TGN 10% (Ragéo comercial + TGN + celulose + DMH 40 mg/Kg p.c., s.c.)
G6 TGN 15% (Racdo comercial + TGN + DMH 40 mg/Kg p.c., s.c.)

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Legenda: EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético); DMH (1,2 Dimetilhidrazina); p.c. (peso corpéreo);
TGN (torta de groselha negra); s.c. (subcutaneo);

Figura 6 - Delineamento experimental in vivo
P AN s OE o, L AN P LN s OE P P ) P cB2
ou
s . 2 3 3 3 1 .
= 1 1 3 3111314341311
I |

A

DMH ou EDTA(1x semana)
Inicio 1 semana 4 semanas 6 semanas

ou

‘ Aclimatacao | 1 injecéo de DMH (40 mg/kg p.c.) ‘ ‘
1injecéo de EDTA (1mM)

Fonte: Do autor (2022).

Legenda: A-B: periodo de adaptacédo animal; B-C: periodo de 4 semanas com aplicacdo de 1 injecao
de DMH por semana, durante 4 semanas, com consumo concomitante de TGN; C-D: periodo
de 2 semanas de consumo da TGN; D: Eutanésia.
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Ao final do estudo, foram coletadas assepticamente fezes dos animais para
analise da composicdo da microbiota intestinal. Em seguida, os animais foram
anestesiados com ketamina (0,08 mg/kg p.c.) e xilazina (0,04 mg/kg p.c.) e
posteriormente eutanasiados. Foi realizada laparotomia seguida da excisdo do cdélon
e figado. Os célons, por sua vez, foram limpos com solucéo salina 0,9% para remocéao
de residuos fecais. Dos célons, foram retiradas por¢des distais, mais especificamente
na regido do ceco, para analise histomorfoldgicas, expressdo de citocinas e estresse
oxidativo. Em seguida, foram abertos longitudinalmente na borda mesentérica e
colocados em placas de poliestireno codificadas, esticados com ajuda de alfinetes. As
placas com os coélons foram adicionadas em formalina tamponada com fosfato a 10%
para fixacdo, por periodo maximo de 24 h. Apoés a fixacdo, os célons foram
transferidos e mantidos em alcool 70% até o momento da analise (DIAS et al., 2010).

O figado coletado foi mantido a uma temperatura de -80 °C até o momento da analise.

5.5.5 Lesdes pré-neoplasicas do célon: FCA e FDM

Apos a fixacao, o intestino foi medido e dividido igualmente em trés fragmentos:
proximal, medial e distal. Em seguida, foi corado com azul de metileno a 0,2% por 1
min e colocado em lamina de microscépio com o lado da mucosa voltado para cima.
Campos sequenciais do segmento médio e distal do colon foram analisados em
microscoépio de luz com aumento de 100x para determinar a frequéncia de focos de
criptas aberrantes (FCA). Os FCAs sédo diferenciados das criptas normais por suas
paredes mais espessas, mais escuras e elevadas, com limens alongados e em forma
de fenda e distancia significativamente aumentada da lamina até a superficie basal
das células (BIRD, 1995). O numero de FCAs e criptas aberrantes (CA) por foco foram
registrados e categorizados determinando a frequéncia observada de criptas
aberrantes para cada foco.

Apols a contagem de FCA, os segmentos de colon foram armazenados em
solucéo de etanol a 70% (v/v) para remover o azul de metileno para posterior analise
de focos depletados de mucina (FDM). Com isso, os c6lons foram colocados em uma
solucéo de azul de toluidina 1% em acido acético 3% por 5 min (PRADO-SILVA et al.,
2014). ApoOs a coloracao, as amostras foram examinadas ao microscépio (40x) para

identificar os focos depletados de mucina. O FDM é caracterizado pela auséncia ou
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pouca producdo de mucinas, distor¢cdo da abertura do limen em relacdo as criptas

normais e elevacéao da leséo acima da superficie da mucosa (JUAN et al., 2019).

5.5.6 Analise histomorfoloégica do ceco

Fragmentos do ceco foram fixados por imersdo em formalina tamponada a 10%
(pH 7,2) por periodo maximo de 24 h, desidratados em série de etanol (70%—99,9%),
diafanizados em xilol e incluidos em parafina (DO CARMO et al., 2021). Cortes
histolégicos (5 um de espessura) foram obtidos usando um micrétomo rotativo (Leica
Multicut 2045, Reichert-Jung Products, Alemanha). Os cortes foram corados com
hematoxilina e eosina para morfologia geral e com histoquimica de azul Alcian para
deteccdo de mucina (SEQUETTO et al., 2014). Os cortes histolégicos foram obtidos
em semi-séries, coletando-se um a cada intervalo de 100 um para evitar andalises da
mesma area do 6rgdo (SANTOS et al., 2018). As imagens digitais foram obtidas
usando um fotomicroscépio de campo claro (Axioscope Al; Carl Zeiss, Alemanha).
Dez campos microscépicos para cada animal foram amostrados aleatoriamente
usando uma lente objetiva 40x para que 57,2 x 105 ym? da area do célon fosse
analisado para cada grupo (DO CARMO et al., 2021).

Os seguintes parametros microestruturais foram analisados em cortes corados
com hematoxilina e eosina (SEQUETTO et al., 2014): (i) comprimento da cripta, (ii)
largura da cripta, (iii) nimero de criptas por area histolégica (criptas/mm?) e (iv)
numero de linfécitos intraepiteliais por area epitelial (células/mm?). Os nimeros das
criptas foram quantificados a partir de cortes transversais, enquanto as demais
medidas foram obtidas em cortes longitudinais por meio de planimetria computacional,
aplicada no software de andlise de imagens Image Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics,
Rockville, MD, EUA), como relatado anteriormente por NOVAES et al. (2016).

A distribuicdo de mucina nas criptas intestinais (%) foi quantificada a partir de
cortes corados com azul de alcian. A quantificacdo foi baseada no método
computacional de segmentacdo de cores conforme relatado anteriormente
(GONCALVES et al., 2019). Resumidamente, as imagens foram convertidas para o
canal de 8 bits e submetidas a segmentacao de cores para preto e branco. Com as
mucinas segmentadas em preto, a area histologica ocluida por essas moléculas foi
calculada automaticamente usando a funcdo limiar do programa image J
(GONCALVES et al., 2019).
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5.5.7 Andlise de expressao génica

Genes envolvidos em nos de sinalizacédo chave de vias-alvo que dizem respeito
a modulacdo muitos processos celulares, incluindo condi¢cdes inflamatérias e
apoptose (BOUREUX et al.,, 2007), foram analisados pela técnica da Reverse-
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR, reacdo em cadeia da polimerase
via transcriptase reversa) tais como: inflamacédo (TNF-a e /IL-10) e apoptose (BAX e
BCL-2).

Um pedaco de ceco de ratos tratados ou nado tratados com torta de groselha
negra foi usado para extrair o RNA total usando o reagente trizol (Invitrogen, Life
Technologies, Grand Island, NY, EUA) e quantificado usando um Invitrogen Qubit
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EUA). Em seguida, foi
realizada a incubag&o do RNA total com DNase, por 15 min em termociclador a 37 °C,
a fim de eliminar possivel contaminacdo com DNA gendmico. A transcricao reversa
de 1 ug de RNA total foi realizada usando lllustra ™ Ready-To-Go RT-PCR Beads
(GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido), conforme orientacdes do fabricante.

A RT-PCR foi conduzida em triplicata em um volume final de 10 pL contendo:
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), cDNA
como modelo de PCR e 20 yM de primers. A reacao de PCR foi realizada usando o
StepOne PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e 0s seguintes
parametros de ciclagem: 60 °C por 10 min, 95 °C por 10 min, 40 ciclos de 95 °C por
15 seqg, e 60 °C por 1 min, e um estagio de dissociacao de 95 °C por 15 seg, 60 °C
por 1 min, 95 °C por 15 seg e 60 °C por 15 seg. Primers foram usados para amplificar
um fragmento especifico de 100-120 pb correspondente a alvos de genes especificos,
conforme descrito na Tabela 3. A normalizacdo dos valores de expresséo dos genes
alvo foi feita utilizando a expresséo do gene constitutivo GAPDH. O método AACt com
correcdo da eficiéncia foi empregado para calcular a expressao relativa de cada gene
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
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Tabela 3 - Sequéncias de primers usados para RT-PCR em ceco dos ratos

Gene Forward Primer Reverse Primer
GAPDH 5- GTATTGGGCGCCTGGTCACC - 3' 5'- CGCTCCTGGAAGATGGTGATGG - 3’
BCL2 5'GTATGATAACCGGGAGATCG-3' 5'AGCCAGGAGAAATCAAACAG-3'
BAX 5'AAGAAGCTGAGCGAGTGTCT-3' 5' CAAAGATGGTCACTGTCTGC-3
IL-10 5-CAGAGCTCAGGAAACTGCTG-3' 5- AGGCCTGGTCTTCTTTCAGA-3'
TNF-a 5'- ACTGAACTTCGGGGTGATTG - 3’ 5- GCTTGGTGGTTTGCTACGAC - 3

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Legenda: TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa; IL-10: Interleucina 10; BAX: regulador apoptético; BCL-
2: linfoma de células B-2; GAPDH: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; A: adenina; T:
timina; C: citosina; G: guanina.

5.5.8 Anélise de marcadores do estresse oxidativo

O pedaco de ceco coletado de cada animal, armazenado em -80°C, foi
homogeneizado em salina tamponada com fosfato (PBS, pH = 7,4) através da
maceracdo com bastdo de vidro. As atividades de peroxidacdo lipidica (MDA), os
niveis de GSH, GSSG e GSH total e a atividade de NADPH foram avaliados conforme
0 método descrito no item 5.4.4.

5.5.9 Andlises quantitativas do contetudo bacteriano em amostras fecais

As fezes foram coletadas assepticamente de cada animal e separadas por
grupo um dia antes da eutanasia. O DNA total foi extraido das amostras fecais de
todos os grupos usando um QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha).
Para evitar qualquer efeito inibitério, o tampao InhibitEX foi adicionado antes da
extracdo do DNA. O DNA total foi obtido usando a coluna de spin QlAamp e
quantificado por Invitrogen Qubit Fluorometer (ThermoFisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, EUA). Um nanograma de DNA total foi usado para analisar genes de RNA
ribossdmico 16S (rRNA) usando primers especificos para Bactérias Totais,
Bacteroidetes, Firmicutes ou Gammaproteobacteria, conforme descrito na Tabela 4.

A PCR em tempo real foi realizada em triplicata em um volume final de 10 pL
contendo o seguinte: SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA), cDNA como modelo de PCR e 20 uM de primers. A PCR foi realizada
utilizando o StepOne PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), com
0s seguintes parametros de ciclagem: 60 °C por 10 min, 95 °C por 10 min, 40 ciclos
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de 95 °C por 15 seq, e 60 °C por 1 min, e um estagio de dissociacdo de 95 °C por 15
seg, 60 °C por 1 min, 95 °C por 15 seg e 60 °C por 15 seg. A normalizacéo dos valores
de expressdo dos genes alvo foi feita utilizando a expressdo do gene constitutivo
GAPDH. O método AACt com corregédo da eficiéncia foi empregado para calcular a

expressao relativa de cada gene, conforme item anterior.

Tabela 4 - Sequéncias de primers usados para analise de microbiota fecal dos ratos

Gene Forward Primer Reverse Primer
Bactérias totais 5'- AAACTCAAAKGAATTGACGG-3' g CTCACRRCACGAGCTGAC-
. , , 5'_
Bacteroidetes 5'- GTTTAATTCGATGATACGCGAG-3 TTAASCCGACACCTCACGG-3'
5'- 5'-
Firmicutes GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA- AGCTGACGACAACCATGCAC-
3 3

5'-GCCATGCRGCACCTGTCT-

Gammaproteobacteria 5'-GCTAACGCATTAAGTRYCCCG-3' 3

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Legenda: Bacteroidetes (Bac960F and BacllOOR), Firmicutes (Firm934F, Firm1060R),
Gammaproteobacteria (Gamma877F, GammalO66R), e bactérias totais (926F and
1062R). Simbolos de nucleotideos: R=AouG;Y=CouT;S=CouG.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

O software Graph Pad Prism® (Versdo 8.0) foi utilizado para a andlise
estatistica dos resultados e representacao gréafica. As analises foram realizadas em
triplicata, e os resultados foram expressos como médias seguidas do desvio padréo.
Para experimentos aleatorizados, as diferencas entre os grupos foram comparadas
usando andlise de variancia unidirecional (One-way ANOVA), e as médias foram
comparadas usando o poOs-teste de Tukey, no caso de p < 0,05. Quando duas

amostras foram comparadas, um teste-t de Student pareado foi utilizado.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZACAO QUIMICA

A analise dos extratos digeridos e ndo digeridos da torta de groselha negra
revelou a presenca de compostos fendlicos, incluindo antocianinas, acidos
Cafeoilquinicos e taninos condensados (Tabela 5). As antocianinas sdo 0s
componentes mais abundantes de todos os polifendlicos quantificados nos extratos
de torta de groselha negra, e um total de quatro tipos de antocianinas foram
identificadas, como 3-O-glicosideo e 3-O-rutinosideo de delfinidina e cianidina, sendo
delfinidin-3-O-rutinosidio como a antocianina predominante. Esses dados s&o
confirmados pela literatura, quanto a composicao de bagas como a groselha negra,
que apresentam em maior quantidade os mesmos tipos de antocianinas,
representando coletivamente 94-98% do teor total, dependendo do cultivo (BISHAYEE
et al., 2010).

Tabela 5 - Composicgéo fendlica e atividade antioxidante dos extratos de TGN

Compostos fenélicos Amostra bruta Amostra digerida

Conteudo fendlico total (mg AGE/100g) 2.046 + 92 3.076 + 243~
Total Antocianinas (mg/100g) 197 + 13 269 + 15,7*
Delfinidina-3-Glucosideo 26+2 51+ 3,4*
Delfinidina-3-Rutinosideo 101+ 6,6 129 + 6,6*
Cianidina-3-Glucosideo 8,4+0,3 9,4 +0,3*
Cianidina-3-Rutinosideo 60,6 + 4,8 79 + 5,8*
Acidos Cafeoilquinicos (mg/100g) 6,8+£04 5,2+0,18*
Acido Neoclorogenico 1,2+0,02 0,8 + 0,04*
Acido Clorogenico 5,6 +0,4 4,4 +0,16*
Taninos condensados (mg/100g) 142 +5,9 21+ 2%
Atividade antioxidante
DPPH (mg AAE/100g) 2.082+7,7 4.368 + 90*
FRAP (mg AAE/100g) 10.142+ 163 23.585 + 556*
FCRC (mg GAE/100g) 5.082 + 160 11.596 + 203*

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Legenda: DPPH, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; FRAP, Poder Antioxidante Redutor Férrico; FCRC,
Capacidade redutora de Folin Ciocalteu; AGE, &cido galico equivalente; AAE, &cido
ascorbico equivalente. Médias + DP. * indica uma diferenga estatistica (p < 0,05) e n.s. ndo
significativo.
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Os resultados mostram que a contribuicdo de compostos fendlicos totais e de
antocianinas no extrato de torta de groselha digerido se tornaram mais bioacessiveis
apos o processo de digestéo in vitro, ao qual inclui boca, estbmago e o intestino. Esses
resultados sugerem que o processo de digestdao gastrointestinal in vitro afeta
fortemente a extracdo desses compostos. Diferentemente desses resultados, a
presenca de acidos cafeoilquinicos e de taninos condensados foi menor na amostra
digerida em relacdo a amostra bruta, o que pode ser indicativo de degrada¢édo ou
mudancgas estruturais destes compostos ao longo das fases de digestao.

O aumento na bioacessibilidade dos compostos fendlicos no extrato de torta de
groselha apds o processo de digestao in vitro correspondeu a uma melhor atividade
antioxidante, conforme mostrado na Tabela 5, comprovado pelas analises de FRAP,
DPPH e FCRC. O extrato de torta de groselha negra digerida apresentou maior
atividade antioxidante (4.367,9 + 90 mg AAE/mL), em comparac¢do com o extrato ndo
digerido (2.082,11 + 7,7 mg AAE/mL), conferindo protecdo contra radicais livres
(ABREU-NARANJO et al., 2020). CHIANG et al. (2013) investigaram os efeitos da
digestédo sobre as propriedades antioxidantes da groselha através do método DPPH
e obtiveram resultados que indicam que a digestdo aumenta a biodisponibilidade dos
antioxidantes presentes nesta fruta. Ao contrario desses resultados, OLEJNIK et al.
(2018) relataram que a contribuicdo de compostos de antocianina no extrato de
groselha negra foi significativamente reduzida (] 91,9%) apds a digestao simulada in
vitro e, consequentemente, uma atividade antioxidante reduzida. Um forte corpo de
evidéncias cientificas destaca que o conteudo de compostos fendlicos foi relatado
como o principal contribuinte para o efeito antioxidante, e que a quantidade de
compostos fendlicos presente corresponde com uma maior atividade antioxidante
(COSME et al., 2020), como evidenciado nesse trabalho.

A digestao gastrointestinal é considerada um processo que permite a extracao
mecanica, quimica e enzimatica de macronutrientes, micronutrientes e fitoquimicos
(BURGOS-EDWARDS et al., 2020), incluindo uma modificacdo estrutural
consideravel, responsavel por afetar seu efeito biologico (BROWN et al.,, 2012).
Durante o processo de digestdo, os compostos fendlicos, principalmente as
antocianinas, sofrem uma agao enzimatica que provoca a hidrolise e a transformacao
em metabdlitos, produtos conjugados ou compostos fendlicos mais simples (TENA;
MARTIN; ASUERO, 2020). Ainda que a digest&o in vitro tenha limitagdes, por ser um

modelo tipicamente estatico de digestéo, ela permite o estudo das mudancas nos
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componentes dos alimentos durante as fases oral, gastrica e intestinal. Essas
alteracbes podem ser influenciadas por fatores como matriz alimentar, pH,
temperatura, presenca de inibidores ou intensificadores de absorcdo, presenca de
enzimas e outros fatores relacionados ao hospedeiro (BOUAYED; HOFFMANN;
BOHN, 2011).

Embora seja principalmente no estbmago que ocorra a extracdo de compostos
fendlicos, o intestino também pode libera-los por meio de enzimas lipase e
pancreatina, e alguns compostos fendlicos resultam de suas transformacgfes
microbianas intestinais. Desta forma, a extracdo de compostos funcionais ocorre em
todo o trato gastrointestinal (KRGA et al., 2018). Apenas os compostos fendlicos que
séo solubilizados da matriz alimentar séo verdadeiramente bioacessiveis e, portanto,
potencialmente  biodisponiveis (BOUAYED; HOFFMANN; BOHN, 2011;
TAGLIAZUCCHlI et al., 2010). Tendo isso em mente, o desenho experimental baseado
na imitacdo in vitro da digestdo gastrointestinal, que foi aplicado neste trabalho,
permitiu a criacdo de condi¢cdes semelhantes as que ocorrem no corpo e a capacidade
de obter resultados que sdo provavelmente mais relevantes fisiologicamente do que

os dados anteriormente publicados na literatura.

6.2 SISTEMA TESTE IN VITRO

6.2.1 Avaliacdo de citotoxicidade das amostras in vitro

Apos a identificacdo dos compostos fendlicos em extratos bruto e digerido de
torta de groselha negra, seus efeitos citotdxicos in vitro foram avaliados em um
experimento baseado em cultura de células (Figura 7). Em primeiro lugar, o
crescimento das linhagens celulares testadas néo foi inibido pelo extrato bruto, que
apresentou valores elevados de ICso e Glso (>100 pg/mL) e n&o apresentou valores
letais (LCso). Em concordancia com nossos resultados, PAP et al. (2021) descobriram
gue extratos liofilizados de torta de groselha negra, obtidos via maceracéo, exibiram
altos valores de ICso e 1Gso (>2000 ug/ml) em todas as linhagens celulares testadas
(A549, HCT e IMR90) quando tratadas por 48 h. DIACONEASA et al. (2015) testaram
uma amostra de antocianina purificada de suco de groselha negra e encontraram uma
reducao na viabilidade dependente da dosagem em linhagens celulares HelLa, A2780
e B16-F10, em concentracdes entre 200 e 300 pug/mL, apos 24 h de tratamento. Da
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mesma forma, BISHAYEE et al. (2011) encontrou um potente efeito de citotoxicidade
do extrato de groselha negra, rico em delfinidina e cianidina, em células de cancer de
figado humano (HepG2) na concentracdo de 1,35 mg/mL. Esses achados,
comparados com nossos resultados, indicam que concentracbes mais altas séo
necessarias para inibir a proliferacdo de metade dessas células, significando baixa

inibicdo do crescimento e viabilidade celular.

Figura 7 - Citotoxicidade dos extratos de TGN em cultura de células
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Fonte: Do autor (2022).

Legenda: CACO-2 (células de adenocarcinoma colorretal humano), HepG2 (células de céncer de
figado humano) e EA.hy926 (hibrido de células sométicas endoteliais). ICso (concentracéo
dos extratos que inibe a viabilidade celular em 50%); Glso (concentracdo dos extratos inibe
o crescimento celular em 50%); e LCso (concentracdes dos extratos que resultam em perda
de 50% de células).

Dentre as linhagens celulares testadas, a linhagem hibrida de células
somaticas endoteliais (EA.hy926) foi a mais sensivel ao extrato de torta de groselha
negra digerida, pois foi a Unica que apresentou valores estimados baixos de Glso = 75
pg/mL. Em contraste, a mesma amostra ndo apresentou citotoxicidade para células
HepG2 e Caco-2 (ICso, Glso € LCso > 100 pg/ml). BROWN et al. (2012) também
demonstraram que ndo houve atividade citotoxica na linhagem celular de
adenocarcinoma colorretal humano (HT29), quando tratadas com groselha negra

digerida, em concentracdes entre 0 a 50 pg/mL apods 24 h. Essas variagdes entre 0s
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extratos se devem principalmente a composicao quimica antes e apds o0 processo de
digestdo, mostrando que as diferencas encontradas na analise quimica das amostras

podem refletir nos efeitos bioldégicos encontrados nos testes celulares.

6.2.2 Atividade de espécies reativas de oxigénio intracelular (EROs)

As ROS produzidas em linhagens celulares expostas a diferentes
concentracdes dos extratos de torta de groselha negra foram acessadas por meio de
uma sonda fluorescente denominada Diacetildiclorofluoresceina (DCFH-DA). Em
resumo, o DCFH-DA penetra na membrana celular e € hidrolisado pela esterase
intracelular para produzir diclorodihidrofluoresceina (DCFH). Na presenca de radicais
livres (EROs), o DCFH transforma-se em diclorofluoresceina (DCF) e emite
fluorescéncia; assim, a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode ser
estimada a partir da quantidade de fluorescéncia emitida em diferentes situacdes
(condicdes basais e condi¢des oxidantes) (YU et al., 2021).

Nesse estudo, como esperado, os niveis de EROs induzidos pela adi¢do de
peroxido de hidrogénio (H202) foram superiores ao grupo de geracdo espontanea
(controle negativo) e este grupo foi semelhante a alguns grupos de tratamento (Figura
8). Destaca-se que o extrato bruto de torta de groselha negra, quando exposto a altas
concentracdes de H202, apresentou reducdo nas EROs, chegando ao mesmo nivel
da geracdo espontanea ou até mesmo abaixo, sugerindo um efeito protetor contra
lesbes de espécies reativas de oxigénio em todas as linhagens celulares testadas
(Figura 8A-C). Resultados semelhantes sdo observados por PAP et al. (2021), que
investigaram o efeito do extrato de torta de groselha negra em células de cancer de
célon (HCT8) e encontraram supressao da producdo de EROs intracelular em todas
as concentracdes testadas na faixa de 100 a 1000 pg/mL.

Em consonancia com esses resultados, o extrato digerido de torta de groselha
foi suficientemente capaz de eliminar as EROs, dependendo da dosagem testada,
sendo a reducao mais evidente na dosagem mais alta (50 pg/mL), nas linhagens
celulares Caco2 e HepG2 (Figura 8D-E). A linhagem endotelial (EA.hy926), por sua
vez, apresentou comportamento diferente, demonstrando que a torta de groselha
negra digerida nao foi capaz de reduzir os niveis de H202, mantendo-0s no mesmo
nivel do grupo controle positivo (H202) (Figura 8F). Conforme o estudo de OLEJNIK

et al. (2018), concentracées mais altas de extrato de groselha negra digerida (20
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mg/mL), induziu um aumento substancial na formacdo de EROs em células de cancer
de célon (HT-29).

Figura 8 - Efeito dos extratos de TGN frente as EROs
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Fonte: Do autor (2022).
Legenda: H202: peréxido de hidrogénio. DCF: diclorofluoresceina.

Dessa forma, levando em consideracédo esses achados, nossos resultados
sugerem que o extrato bruto de torta de groselha negra desempenha papéis
importantes na protecdo das células contra os efeitos potencialmente deletérios da
geracdo de EROs, enquanto a torta de groselha digerida mantém os niveis elevados
de EROs nas células endoteliais. Até onde sabemos, esse ajuste pode ser atribuido
aos componentes antioxidantes de acordo com o perfil quimico de cada extrato e as
adaptacdes celulares, que pode conferir atividades citoprotetoras ou citotoxicas (DO
CARMO et al.,, 2021). Embora os polifen6is sejam conhecidos como potentes
antioxidantes, eles também podem atuar como pro-oxidantes, dependendo da
concentracdo e solubilidade dos compostos, do pH do ambiente e da modificacédo
estrutural durante a digestdo gastrointestinal (FAKHRI et al., 2020; OLEJNIK et al.,
2018).

A partir dessas consideracdes, nossos resultados sugerem que o0
comportamento antioxidante diferente das amostras, conforme evidenciado no perfil
qguimico do nosso extrato, reflete a atividade antioxidante contra os efeitos

potencialmente deletérios das ROS. Para superar os efeitos prejudiciais pré-oxidantes
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causados pelas EROs, as células possuem mecanismos ndo enzimaticos especificos
(polifendis, vitaminas A, C e E) e antioxidantes enzimaticos (superoxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase, por exemplo), que resultam em
baixas concentracdes de EROs intracelulares (DO CARMO et al., 2018a; GUBINA-
VAKULYCK et al., 2018).

6.2.3 Avaliacdo de marcadores do estresse oxidativo e atividade antioxidante
celular

Considerando a resposta bioldgica apresentada no teste de viabilidade e o
comportamento das amostras frente aos efeitos deletérios do peréxido de hidrogénio,
a linhagem celular EAhy926 foi escolhida para avaliar os mecanismos celulares
antioxidantes que podem estar envolvidos nestas respostas.

Atualmente, a peroxidacdo lipidica € considerada o principal mecanismo
molecular envolvido no dano oxidativo. O malondialdeido (MDA) é originario de acidos
graxos poli-insaturados, quando uma dupla ligacado carbono-carbono € atacada por
um radical livre, resultando na formacao de radical lipidico insaturado com liberagcéo
de 4gua (MAS-BARGUES et al., 2021). Dessa forma, os niveis de peroxidacao lipidica
foram avaliados, medindo substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Como
esperado, as substancias reativas ao acido tiobarbitirico do grupo controle positivo
(H202) foram maiores, em comparagdo com o0 grupo espontaneo (Figura 9). Este
resultado é promissor, uma vez que as EROs causam um tipo de dano oxidativo a
membrana celular, sendo o MDA um produto desse dano (ABREU-NARANJO et al.,
2020).
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Figura 9 - Efeito do processo de digestdo simulada in vitro sobre a peroxidacéo lipidica

(A) EA.y926 - Extrato bruto de TGN (B) EA.y926 - Extrato digerido de TGN
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Fonte: Do autor (2022).
Legenda: H202: peréxido de hidrogénio; TBARS: acido tiobabitdrico.

Curiosamente, o tratamento com extrato bruto de torta de groselha conferiu,
em todas as concentracfes testadas (5 — 50 pg/mL) efeitos antioxidantes na linhagem
celular EA.hy926 contra a inducdo de estresse oxidativo por H202, apresentando
menores niveis de peroxidacao lipidica e atingindo niveis basais dos teores de MDA
(grupo esponténeo) (Figura 9A). No entanto, comportamento diferente foi observado
guando o extrato digerido de torta de groselha foi testado nas mesmas circunstancias,
mostrando um menor efeito protetor na peroxidacéo lipidica contra a inducédo de
estresse oxidativo por H202, em todas as concentracgdes (Figura 9B).

A diferenca na protecdo contra as EROs encontrada entre os extratos bruto e
digerido pode ser devido a complexa composicao do extrato bruto apds o processode
digestdo in vitro, uma vez que esse processo pode favorecer interacdes entre 0s
compostos da matriz celular, ou alterar significativamente sua estrutura quimica, o que
também pode modificar seu efeito protetor contra a peroxidacao lipidica da membrana
celular (ABREU-NARANJO et al., 2020). Juntos, esses resultados sugerem que o
tratamento com torta de groselha negra digerida e ndo digerida esta relacionado as
interacdes bioquimicas (pelo processo de digestdo) podendo eliminar, reduzir e até
melhorar sua bioatividade, tornando esses compostos prejudiciais ou benéficos ao
organismo (DO CARMO et al., 2018b).

Uma vez que a glutationa (GSH) desempenha um papel protetor adicional ao
catalisar a reducéo de hidroperoxidos organicos e peroxidos lipidicos nas membranas,
foram avaliados os niveis de GSH, GSSG e GSH total na mesma linhagem celular. O

estresse oxidativo pode desencadear mudancas no ambiente redox celular que
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podem alterar as cascatas de transducdo de sinal na célula (SCIRE et al., 2019).
Durante os episodios de estresse oxidativo, a glutationa peroxidase (GPx) catalisa a
reducdo (e inativacdo) de H20: e outros peréxidos as custas da oxidagdo de GSH. Por
sua vez, a glutationa redutase (GR) regenera GSH a partir da glutationa oxidada
(GSSG) usando NADPH como agente redutor. Portanto, a regulacdo dos niveis
intracelulares de GSH/GSSG e NADPH/NADP+ pode ser usada como um indicador
do ambiente redox dentro da célula (KARUNAKARAN et al., 2022; KENNEDY et al.,
2020).

Como forma de combate ao estresse oxidativo gerado pelo peroxido de
hidrogénio, foi observada uma intensificacdo do consumo de glutationa, sugerindo
uma resposta compensatoria ao aumento da producdo de EROs (Figura 10). O
tratamento com torta de groselha negra digerida apresentou 0 mesmo consumo de
GSH que o grupo controle positivo, e foram encontrados 0os mesmos niveis na relacéo
GSH/GSSG, enquanto que a amostra bruta manteve os niveis basais de EROs das
células, conforme o controle negativo. De fato, a glutationa est4 envolvida na
regulacao do ciclo celular pela modulacéo de varios processos celulares e pode ajudar
0 corpo a reparar danos oxidativos causados pelo estresse (SCIRE et al., 2019),
portanto, alteragcdes moleculares no sistema antioxidante da GSH e distarbios na
homeostase da GSH foram implicados na iniciacdo, progressdo e resposta ao
tratamento do tumor (MORENO-SANCHEZ et al., 2018). Embora em células
saudaveis sejam cruciais para a remoc¢ao e desintoxicacdo, os niveis elevados da
razdo GSH/GSSG nas células tumorais estao associados a progressao do tumor e ao
aumento da resisténcia aos medicamentos quimioterapicos (KENNEDY et al., 2020).
Apbés o surgimento de uma molécula oxidante, o estresse oxidativo induz o
fornecimento imediato de NADPH, que pode ser mantido em uma resposta de longo
prazo a oxidacdo (MORENO-SANCHEZ et al., 2018).
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Figura 10 - Efeito do processo de digestao simulada in vitro sobre a atividade antioxidante celular

(A) EA.hy926 - Extrato bruto de TGN (B) EA.hy926 - Extrato bruto de TGN (C) EA.hy926 - Extrato bruto de TGN
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Fonte: Do autor (2022).
Legenda: GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidada; GSH Total: GSH + GSSG; H20::
peréxido de hidrogénio;

O fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH) é um cofator que &
usado para transferir e reservar o potencial de reducdo. Sua funcdo esta pautada
principalmente na acdo antioxidante celular, combatendo os efeitos nocivos das
espécies reativas de oxigénio e radicais livres e participando da sintese de acidos
graxos e compostos esteroides (HAYES; DINKOVA-KOSTOVA; TEW, 2020; JU et al.,
2020). A manutenc¢éo do pool de NADPH mitocondrial € essencial para a prote¢édo do
estresse oxidativo para preservar as fungdes mitocondriais (MORENO-SANCHEZ et
al., 2017).

O tratamento com alta dosagem de torta de groselha negra bruta, contra
inducdo de peroxido de hidrogénio, apresentou os mesmos hiveis de NADPH
comparado ao grupo controle positivo e a mesma resposta foi observada quando as
células foram tratadas com torta de groselha negra digerida nas concentracdes de 25
e 50 ug/mL, apresentando niveis mais elevados de NADPH guando expostas a H20:2
(Figura 11). E importante ressaltar que o NADPH previne a inativagio da enzima pelo
H202 e mantém sua capacidade antioxidante, reduzindo os equivalentes que permitem
que o GSH seja gerado a partir do GSSG. Por sua vez, o GSH permite que as
glutationas peroxidases (GPXs) cumpram suas fung¢des antioxidantes, reduzindo H20:2
a H20 (HAYES; DINKOVA-KOSTOVA; TEW, 2020). Portanto, esses resultados
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sugerem que os extratos de torta de groselha negra exercem efeitos oxidantes,

requerendo maior atividade do NADPH, de maneira dose-dependente.

Figura 11 - Efeito do processo de digestdo simulada in vitro sobre os niveis de NADPH

(A) EA.hy926- Extrato bruto de TGN (B) EA.hy926 - Extrato digerido de TGN

a b b b
ab a b
ﬁ I | i | i_l ﬂ I ﬂ I |
Legenda: [ ]| Controle negativo Il Controle positivo (H,0,) [ 5pg/ml [ 25 pg/ml I 50 pg/ml
[ 1 5ug/ml+H,0, [ 25 ug/ml + H,0, I 50 ug/ml + H,0,

w
w

N
1

N
1

-
|
-
1

o

Lucigenina fluorescéncia relativa/g
(=}

Lucigenina fluorescéncia relativa/g

Fonte: Do autor (2022).
Legenda: TGN: torta de groselha negra; H202: perdxido de hidrogénio.

6.3 SISTEMA TESTE IN VIVO

6.3.1 Caracterizacdo das ragcdes experimentais

Segundo a NRC (1995), a dieta experimental ofertada aos animais deve ser
suficientemente palatavel para garantir o consumo alimentar adequado e deve ser
nutricionalmente balanceada para que os nutrientes essenciais sejam fornecidos para
0s suprir os objetivos especificos. Os valores observados em todas as dietas
atenderam as necessidades nutricionais das Exigéncias Nutricionais de Animais de
Laboratério (NRC).

A composicdo quimica meédia das ra¢gdes aponta que o carboidrato (27 + 1,42
g/100 q), lipidios (3,73 + 0,07 g/100 g), proteina (22,18 + 0,48 g/100 Q), fibra total
(30,06 + 0,74 g/100 q), fibra insoluavel (27,2 £ 0,77 g/100 g) e fibra soltvel (2,92 + 0,55
g/100 g) sdo adequadas para atender as necessidades nutricionais das Exigéncias
Nutricionais de Animais de Laboratério. Os resultados da presente investigacdo
demonstraram que as ra¢des sdo uma boa fonte dietética, sendo essenciais para o

crescimento e desenvolvimento dos animais.



56

6.3.2 Parametros nutricionais e metabdlicos

A observacao cuidadosa dos animais durante o periodo experimental mostrou
gue nao houve mortes relacionadas ao tratamento de ratos de qualquer grupo antes
do término do estudo, ou seja, 36 dias. A fim de analisar os parametros nutricionais e
metabdlicos dos animais, foram avaliados: ganho de massa corporal, ingestao
alimentar e calorica durante o experimento.

Os animais iniciaram o experimento pesando 93,08 + 20,31 g, e ganharam peso
entre 239,15 e 295,35 g durante os 36 dias de experimento, indicando um ganho
meédio diario de 4,84 £+ 0,45 g/rato. Embora todos os animais tenham apresentado
ganho de massa corporal durante todo o experimento, os ratos dos grupos de cancer
induzido por DMH que consumiram torta de groselha negra apresentaram o menor
ganho de massa corporal em comparagédo com o grupo controle EDTA e DMH, que
foram semelhantes (Tabela 6). Isso indica que o consumo de TGN conferiu menor
ganho de massa corporal quando associado a aplicacdo do DMH. Independente do
menor ganho de massa corporal, o consumo alimentar, de calorias e proteina foi
igualmente positivo em todos o0s grupos. Esses resultados sugerem que o baixo ganho
de massa corporal possivelmente esta associado ao processo inflamatoério causado
por TGN e DMH, conforme demonstrado anteriormente. De fato, o excesso de
mediadores inflamatorios leva a sindromes de caquexia do cancer que induzem
alteracdes no metabolismo corporal e fungdes enddcrinas, resultando em anorexia e
perda de massa muscular (SUN; KATO, 2016).

Esses parametros nutricionais demonstram que a fome, ingestao alimentar e
caldrica nos ratos ndo sao afetadas pelo tratamento com torta de groselha negra ou
DMH. No entanto, esses resultados demonstram que as trés dosagens de torta de
groselha negra podem contribuir para o menor ganho de massa corporal dos animais
em consonancia com a acgdo do pro-carcinégeno DMH, causando alteracdes
nutricionais deletérias ndo intencionais em ratos experimentais, através do processo
inflamatorio e estresse oxidativo gerados, como serédo discutidos ao longo desse

trabalho.
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Grupo Massa inicial Massa final G;naic;ade Co.nsumo alimentar .
/tratamento (g/rato) (g/rato) (g/rato) (g/dia) (Kcal/dia)
EDTA 92.2 £ 25.93"s 287.2 £30.52 195 +£22.26% 23.02 £ 0.38"s° 54.87 £ 0.91"s
TGN15.EDTA  92.7 £21.49"s  285.0+16.172 192.3+19.74% 26.12+1.05"s 60.10 + 2.41"s
DMH 91.9 £ 22.92"s 267.7 + 34.4% 175.8 £ 23.172 21,98 £ 2.22"s  52.40 + 5.29"s:
TGN5.DMH 94.4 £ 15.66"s°  254.2 +£20.18%  159.8 £ 18.59° 21.90 + 1.46"s°  59.44 + 3.952
TGN10.DMH 93.2+20.61"s  251.3 +£24.37° 158.1£12.93> 22.17 £0.72"s.  46.36 + 1.51"s
TGN15.DMH 94.1 £19.21"s.  258.1 + 20.892b 164 +£18.97° 23.60+0.57"s 54.31 + 1.32"s

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
Legenda: TGN: torta de groselha negra; DMH: 1,2-dimetil-hidrazina; EDTA: 4cido etilenodiamino tetra-
acético. Valores com letras diferentes em uma coluna sé&o significativamente diferentes. n.s.:
nao significativo.

Os resultados da presente investigacdo demonstraram a qualidade das dietas

experimentais, uma vez que o consumo de racdo e 0s parametros nutricionais e

metabdlicos (FER, PER, MGR e SGR) de todos os grupos de tratamento foram

semelhantes aos do grupo controle negativo (Tabela 7). Nas condigdes experimentais,

essas variaveis metabdlicas, de crescimento e de comportamento nutricional servem

como indicadores da saude e bem-estar geral dos animais (DO CARMO et al., 2021),

mostrando que a digestdo e absorcédo de nutrientes das dietas foram semelhantes
(FERREIRA et al., 2018).

Tabela 7 - Parametros metabdlicos dos animais

trgtgjrggr?{o (% Sc?eria) @ kg'\(/l)%l?dia'l) FER PER
EDTA 325+060"  0.256+0.18'S  024+0004"s  1.00%0.110s
TGN15.EDTA 319+063"s  0234+013's  021+0010S  0.94+0.10"S
DMH 3.03+049"s  0211+0.10"S  0.25+0.03"S 0.95 + 0,12
TGNS5.DMH 277+0.35'  0.169+0.04%s  0.25+0.02"s 0.93 +0.11"s
TGN10.DMH 280+0.37"  0177+0.06"  0.24+0.009%s  0.92+0.07"s
TGN15.DMH 284+043'  0179+006'  0.23+0.006"  0.88+0.10"

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Legenda: SGR, taxa de crescimento especifica; MGR, taxa de crescimento metabdlico; FER, indice de
eficiéncia alimentar; PER, taxa de eficiéncia proteica; TGN: torta de groselha negra; DMH:
1,2-dimetil-hidrazina; EDTA: &cido etilenodiamino tetra-acético. n.s.: ndo significativo.
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6.3.3 Ensaio de focos de cripta aberrante (FCA) e focos depletados de mucina
(FDM)

Usamos focos de criptas aberrantes (FCA), especialmente os displasicos,
como biomarcador para avaliar os estéagios iniciais da carcinogénese do célon (BIRD,
1995). Com isso, os grupos alimentados apenas com racao e que receberam o veiculo
EDTA nédo apresentaram alteracdes compativeis com a carcinogénese no colon e,
portanto, nenhuma FCA foi observada. O resultado fornece um importante parametro
de seguranca do consumo da maior dose da torta de groselha negra isolada,
sugerindo que nao hé fator pré-carcinogénico associado ao desenvolvimento de focos
de criptas aberrantes classicas (Figura 12A). Em contraste, 0s grupos injetados com
DMH apresentaram FCA (Figura 12B) e FDM (Figura 12E), indicando que a inducao
de carcinogénese no célon foi firmemente estabelecida.

Os focos de criptas aberrantes sdo lesdes desenvolvidas no CCR e apresentam
hiperplasia acentuada, identificadas por uma morfologia caracteristica de criptas
aumentadas, revestimento epitelial espessado, limens irregulares e elevacdo da
mucosa (RAMOS CAETANO et al.,, 2020). O estigio mais avancado da FCA é
denominado FDM, que se caracteriza por uma producdo escassa ou ausente de
mucinas secretadas pelas células caliciformes, com caracteristicas displasicas. A
regido colbnica é o local onde os tumores apresentam maior propensao de evolucao
de FCA em carcinoma de fato (JUAN et al., 2019; RAMOS CAETANO et al., 2020).
FCA e FDM sao usados para avaliar o potencial quimiopreventivo de compostos
bioativos. Quando avaliamos o comportamento do consumo de TGN pelos animais,
observamos uma reducdo no numero total de FCA em 26,8% (Figura 12C) e na
multiplicidade de criptas em 25,57% (categoria CA < 2, Figura 12D), quando
consumida a dosagem mais baixa (5%), em comparac¢ao com o grupo controle positivo
(DMH). Essa reducéo indica um efeito protetor contra a inducao do cancer, reduzindo
a hiperplasia em todo o célon.

A multiplicidade das criptas (nimero de criptas por foco) € outro biomarcador
importante para avaliar a progressao de uma lesdo no CCR (CAMPOS et al., 2019;
RAMOS CAETANO et al., 2020). Nesse sentido, o niumero de criptas é mais preditivo
de transformacgdo maligna do que o numero de focos, pois muitos FCAs pequenos
podem regredir, enquanto focos maiores podem evoluir para cancer (PRADO-SILVA

et al., 2014). O maior numero de criptas < 2 encontrado em todos 0s grupos, quando
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comparado ao numero de criptas = 3, possivelmente esta associado a duracéo do
experimento apdés a inducdo da carcinogénese. Segundo RAJU (2008), apés 8
semanas de experimento foi mais frequente FCA com 1, 2 e 3 criptas evoluindo nas
semanas seguintes para um aumento na multiplicidade. O retardo pré-neoplasico da
tumorigénese em estagio inicial pode enfatizar o mecanismo pelo qual a torta de
groselha negra atenua o desenvolvimento do tumor e sugere a dinamica da resposta
imune na pré-neoplasia (MOLAN; LIU; PLIMMER, 2014).

Quando a dose mais baixa de torta de groselha negra foi consumida, a
multiplicidade de criptas para categoria AC < 2 foi reduzida em 25,57% no grupo de
cancer de célon induzido (DMH) (Figura 12D). Em concluséo, essa diminuicdo na
incidéncia e multiplicidade de criptas indica a atividade protetora da dosagem mais
baixa de TGN contra o inicio e a progressdo do cancer de colon. Outras frutas ricas
em antocianinas também mostraram potencial atividade preventiva do cancer contra
DMH e AOM em ratos. A suplementacao com extrato de louro chinés (50 ou 500 mg/kg
b.w.) reduziu o niumero total de FCA, assim como os focos com mais de quatro criptas
(YANG et al., 2011); o acai em p6 (5%) apresentou 37% de inibicdo no numero de
FCA total (FRAGOSO et al., 2013), e o extrato de ameixa reduziu o nimero de FCA
displasicas em 48% (BANERJEE et al., 2016).

Por outro lado, o consumo da maior dosagem de TGN (15%) aumentou o
namero de FCA na porc¢éo distal do célon em até 19,6% em relagdo ao grupo DMH
(Figura 12C). Isso evidenciou um aumento no efeito pré-neoplasico causado pelo
DMH no epitélio intestinal; no entanto, o nimero de FDM néo foi diferente entre os
grupos que receberam o DMH (Figura 12E). Portanto, apesar do comprometimento
causado pela TGN em 15%, essa torta de baga n&o interferiu na escassa producéo
de muco das células epiteliais e no aumento da displasia. Segundo CAMPOS et al.
(2019), a possivel auséncia de efeito protetor sobre a dosagem mais elevada de TGN
e o numero de focos no epitélio intestinal podem estar associados a disbiose intestinal,
elevacao do pH e promocgéao de processos inflamatoérios, que favorecer a continuidade
da agressdo tecidual (RAMOS CAETANO et al., 2020). Neste trabalho, foi
demonstrado que a TGN favorece um processo de inflamagé&o e disbiose intestinal, o
que serd destacado nas secdes sobre a expressdo de citocinas inflamatérias e a

caracterizacado do microbioma de amostras fecais.
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Figura 12 - Efeito dos extratos de TGN nos FCA e FDM no célon
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Fonte: Do autor (2022).

Legenda: (A) vista topografica da area com criptas colénicas ndo alteradas; (B) Trés FCA-azul de
metileno classico corados com duas criptas aberrantes; (C) niumero de FCA presentes no
segmento medial e distal e o total de FCA do c6lon inteiro; (D) nimero de criptas presentes
no numero total de ACF; (E) vista topogréfica de um FDM com trés criptas aberrantes; (F)
Numero total de FDM.

Considerando o curto tempo experimental, esse retardo em estagio inicial ou
progressdo da tumorigénese (SILVA-REIS et al., 2022) pode enfatizar o mecanismo
pelo qual a TGN na dosagem mais baixa atenua os efeitos do DMH e acentua o
desenvolvimento do tumor na dosagem mais alta, o0 que sugere a dinamica da
resposta pré-neoplasica. O DMH é um agente alquilante que metila biomoléculas de
células epiteliais coldnicas, e os metabdlitos produzidos (metildiazénio e ions metil)
podem alquilar bases de DNA ap0és bioativacao hepatica e intestinal, produzindo dano
oxidativo extenso, inflamacéo, deplecéo de diferentes sistemas antioxidantes e danos
ao epitélio intestinal, desencadeando eventos pré mutagénicos como a formacéao de
FCA (MEGARAJ et al., 2014; RAMOS CAETANO et al., 2020).

Sendo assim, acredita-se que 0s compostos presentes na TGN, principalmente
0s teores de antocianinas, inibem a iniciagéo e o desenvolvimento de tumores, o0 que
estd associado a sua capacidade de aumentar as defesas antioxidantes, exercer
acOes anti-inflamatorias e interferir nos genes ERK, JNK, PI3K/ Vias Akt, MAPK e NF-
kKB (FAKHRI et al., 2020). No entanto, as antocianinas podem mudar de antioxidantes
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para pro-oxidantes na presenca de metais de transicao, induzindo a geracao de ROS
e danos ao DNA. Os principais flavonoides da torta de groselha negra, cianidina e
delfinidina, que possuem antocianinas do anel B do catecol, ttm menores potenciais
de reducédo e mais atividades pré-oxidantes (EGHBALIFERIZ; IRANSHAHI, 2016). As
atividades pré-oxidantes diretas dos compostos fendlicos sdo baseadas na geracao
de um radical fenoxila ou um complexo redox com um ion de metal de transicdo, com
a formacéo de radicais hidroxila através da oxidacdo do cobre reduzido (reacdo de
Fenton) (HANIF et al., 2008).

A atividade pré-oxidante de numerosos compostos fendlicos, em células
normais e cancerigenas, pode induzir peroxidacéo lipidica e dano ao DNA (DO
CARMO et al., 2018b). Além disso, AZEVEDO et al. (2007) postularam possiveis
interacdes entre 0s compostos contidos na complexa matriz alimentar que, devido a
sua carga positiva na estrutura do anel central, esses compostos podem se auto
associar a substancias com estruturas semelhantes. Tendo isso em mente, 0 maior
consumo de torta de groselha negra pode ser protetor ou prejudicial dependendo do
ambiente (pH, presenca de oxigénio e ions) e da concentracdo de compostos

fendlicos presentes, que impactam diretamente na proliferacédo celular.

6.3.4 Histomorfometria e imunohistoquimica do célon

A partir de uma analise morfologica geral do ceco, conforme mostrado na
Figura 13, a analise histopatolégica revelou uma camada mucosa definida e criptas
intestinais bem definidas em todos os grupos. O espessamento epitelial foi
especialmente detectado no grupo controle DMH, com &reas epiteliais espessadas
também evidentes no grupo que recebeu o DMH e consumiu a maior dosagem de
TGN. Uma reducdo acentuada no comprimento e aumento na largura das criptas de
Lieberkuhn foram identificadas no grupo controle DMH. Além disso, observou-se
maior basofilia nuclear nos enterdcitos e menor area de coloracao histoquimica de
mucina (Figura 14) nos grupos DMH eTGN15.DMH.
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Figura 13 - Imagens microscépicas do cdlon dos animais tratados com DMH e TGN

TGN15.EDTA

Fonte: Do autor (2022).
Legenda: Pontas de flecha: criptas intestinais. Setas: epitélio de cripta com células caliciformes em
imagem negativa. Estrela: lamina propria (tecido conjuntivo frouxo).

Figura 14 - Distribuicdo de mucinas nas criptas intestinais dos animais

TGN15.EDT
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Fonte: Do autor (2022).

Legenda: Pontas de seta: criptas intestinais com estoques de mucina marcados em azul nas células
caliciformes. Estrela: 1amina prépria (tecido conjuntivo frouxo). Os nucleos celulares estéo
corados em vermelho.



63

Conforme mostrado na Figura 15, a analise microestrutural quantitativa
corroborou com os achados qualitativos, indicando uma reducdo acentuada no
comprimento e niumero de criptas, aumento da espessura média das criptas e do
epitélio de revestimento intestinal, bem como um maior ndmero de linfdcitos
intraepiteliais em DMH e TGN15.DMH comparados aos demais grupos (p<0,05). Uma
area reduzida de criptas ocupadas por mucinas também foi identificada nos animais
dos grupos DMH e TGN15.DMH em relacdo aos demais grupos (p<0,05).

Esses achados corroboram o efeito pro-inflamatorio do DMH e da TGN no
consumo da dosagem mais elevada, cujo potencial genotoxico esta frequentemente
associado a eventos proé-inflamatérios, que estdo diretamente implicados no
remodelamento patoldgico do célon e no desenvolvimento dos FCA (JUAN et al.,
2019), conforme foi constatado na analise de FCA. Curiosamente, a infiltracdo
leucocitaria do epitélio e da lamina propria foi maior nos grupos DMH e TGN15.DMH,
enfatizando o efeito inflamatério da TGN nos mesmos niveis dos mecanismos
paraneoplasicos induzidos pelo DMH. Assim, foi investigada a expresséo diferencial
de citocinas pré ou anti-inflamatoérias e de proteinas pré e antiapoptoéticas para avaliar
o desenvolvimento de marcadores precoces de cancer de célon e o aumento de

linfécitos intraepiteliais encontrados.

Figura 15 - Caracteristicas das microestruturas do célon dos animais
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Fonte: Do autor (2022).
Legenda: IELs: linfocitos intraepiteliais.
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6.3.5 Expressao diferencial de citocinas e proteinas no ceco

A expressao diferencial de citocinas pro ou anti-inflamatorias e apoptoticas no
ceco e no figado (Figura 16) foi avaliada para esclarecer os mecanismos do por tras
do desenvolvimento de marcadores precoces de cancer de célon (FCA e FDM)
induzido por torta de groselha negra e DMH. O DMH é um pré-carcindégeno que sofre
ativacdo metabdlica no figado através das monooxigenases P450 e os metabdlitos
produzidos séo transportados via bile ou corrente sanguinea para o célon e leva a
eventos pro-mutagénicos como resultado da inflamacdo (MEGARAJ et al., 2014).
Nesse trabalho, o tratamento com a maior dosagem de torta de groselha negra
desencadeou o aumentou da expressdo de citocinas pré-inflamatérias (fator de
necrose tumoral-a [TNF-a]) e proteinas antiapoptéticas (Bcl-2) no figado e no ceco,
sugerindo seu envolvimento na atividade tumoral e na tumorigénese.

Resultados experimentais revelaram uma estreita relacdo entre inflamacao
cronica e sistémica com o inicio e progressao do cancer colorretal (SILVA-REIS et al.,
2022). O TNF-a atua como um regulador mestre da inflamagao e contribui para as
respostas homeostaticas, uma vez que é tem papel crucial na rede de citocinas,
sobrevivéncia celular e morte celular (ANNIBALDI; MEIER, 2018). Por outro lado, a
interleucina-10 (IL-10) é uma citocina anti-inflamatéria que exerce funcdes
imunossupressoras (como uma resposta imune inata e adaptativa) para reduzir o dano
tecidual causado por respostas inflamatérias (OUYANG; O’'GARRA, 2019).

Conforme mostrado na Figura 16A, no tecido hepético, a expressao de TNF-a
foi supra regulada e a expressao de IL-10 foi subregulada nos grupos que consumiram
15% de TGN tanto recebendo DMH quanto o veiculo EDTA. Por outro lado, quando
avaliamos a mesma expressdo de citocinas no ceco (Figura 16B), no consumo da
dosagem mais baixa de TGN (5%), o processo inflamatério causado pelo DMH foi
reduzido, evidenciado pela menor expressao de TNF-a, enquanto que TGN sozinha
na dosagem mais alta desencadeou um processo inflamatério e ampliou a expressao
do TNF-a em todas as dosagens nos grupos tratados com DMH. Esse resultado
demonstra o0 mesmo efeito protetor na dosagem mais baixa e efeito neoplasico na

dosagem mais alta, ja evidenciado em andlises morfologicas.
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Figura 16 - Efeito do consumo de TGN frente a inflamacao e apoptose no figado e ceco
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Fonte: Do autor (2022).

Legenda: (A) expressbes de mRNA de Bcl-2, Bax, TNF-a e IL-10 no tecido hepatico; (B) expressdes
de mRNA de Bcl-2, Bax, TNF-a e IL-10 no ceco. TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa; IL-
10: Interleucina 10; BAX: regulador apoptoético; BCL-2: linfoma de células B-2. * valor p <
0,05, é referente ao grupo controle e # valor p < 0,05 referente ao grupo DMH.

A elevacdo de citocinas inflamatorias pode promover a proliferacdo e
sobrevivéncia de células cancerosas, por meio da ativacéo de vias especificas (como
a via de sinalizacédo do NF-kB), nas quais outros fatores de crescimento se acumulam
e formam um microambiente metastatico (LIU et al., 2021). Esse processo inflamatorio
também foi observado na histopatologia através do aumento da infiltracdo de
leucdcitos, indicando que niveis detectaveis de inflamacédo local estavam presentes
nas fases iniciais da carcinogénese.

Como o colon é considerado um local importante para o metabolismo e
absorcado de antocianinas, a eficacia desses metabdlitos na protecdo contra o cancer
é altamente dependente de sua absorcao, metabolismo e biodisponibilidade (FAKHRI
et al., 2020; JUAN et al., 2019). As antocianinas que ndo sdo absorvidas no trato
gastrointestinal superior podem sofrer intensa biotransformacéo através da digestéo
intestinal e fermentacdo bacteriana no intestino grosso (CHEN et al., 2018b;
MUELLER etal., 2017) e modificacbes do conteudo e perfil de compostos polifendlicos
pode ter um efeito significativo na atividade biol6gica das groselhas negras (OLEJNIK
et al.,, 2018). Embora as antocianinas sejam consideradas e conhecidas como
potentes antioxidantes, anti-inflamatérios e pré-apoptéticos, elas também podem

atuar como pro-oxidantes, dependendo da concentracdo e do ambiente celular (pH,
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concentracdo de compostos fendlicos, presenca de oxigénio e ions) e seu
comportamento impacta diretamente na proliferacéo celular (OLEJNIK et al., 2018).

Intrinsecamente relacionadas com a inflamacé&o estédo as vias apoptéticas das
células, caracterizadas por um evento altamente complexo de morte celular
programada, atraves de alteracdes morfoldgicas, como a condensacao da cromatina
e subsequente fragmentacéo nuclear e do DNA, por exemplo (DE SOUSA MORAES
et al.,, 2019). A apoptose é um mecanismo de autodestruicio empregado para
controlar o crescimento e a sobrevivéncia celular, caracterizado pela redugéo de
proteinas antiapoptéticas/pro-sobrevivéncia, como Bcl-2, e/ou supra regulacdo de
marcadores pré-apoptoéticos, incluindo Bax (DO CARMO et al., 2021). Além disso, a
desregulacéo da proteina de apoptose esta possivelmente ligada a varios disturbios,
incluindo cancer (GAMALLAT et al., 2019).

Nesse estudo, o tratamento com o consumo da maior dosagem de TGN
aumentou significativamente a expressao de Bcl-2 no ceco e nos tecidos hepaticos,
quando comparado com o grupo DMH e o grupo EDTA, enquanto a proteina Bax foi
reduzida no figado e aumentada no tecido do ceco quando consumida a menor
dosagem. A alta expressdo da proteina Bcl-2 sequestra e se liga a proteina pré-
apoptética, como Bax, impedindo o inicio da apoptose e a lesdo do controle do
crescimento celular (GAMALLAT et al., 2019). Esses resultados estdo de acordo com
0 ensaio de citotoxicidade celular realizado previamente, comprovando que dosagens
de torta de groselha negra, ainda que altas, ndo sédo capazes de reduzir viabilidade
celular ou inibir a proliferacdo. Da mesma forma, os achados de tumorigénese
mostram que doses mais altas de torta de groselha negra sédo capazes de gerar um
ambiente inflamatorio promovendo aumento nos nimeros de FCA.

Doses mais elevadas de antocianinas podem afetar os niveis de marcadores
inflamatorios e apoptoticos. Os efeitos colaterais das antocianinas dietéticas séo
incomuns (XUE et al., 2022), embora os efeitos das antocianinas nos marcadores
inflamatorios, de maneira dependente da dose administrada, tenham sido
comprovados em modelos in vitro e demonstrados aqui neste experimento animal.
Essa falta de conhecimento requer estudos sobre efeitos dose-dependentes em

ensaios clinicos em humanos.
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6.3.6 Efeitos da TGN nos marcadores do estresse oxidativo

O estresse oxidativo, orquestrador a montante das vias destrutivas, é resultante
de um desequilibrio entre a eliminacdo e a producdo de radicais livres/espécies
reativas de oxigénio (EROSs), ativa varias vias de sinaliza¢do para o inicio do cancer
(FAKHRI et al., 2020). Apés a ativacao metabolica, o DMH induz o estresse oxidativo
gerando radicais hidroxila (*OH) ou peréxido de hidrogénio (H202) na presenca de ions
metélicos, que podem desempenhar um papel no inicio da peroxidacdo lipidica
(VENKATACHALAM et al., 2020). Nesse sentido, foram avaliados os niveis de
peroxidacdo lipidica no tecido do ceco medindo substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico. A peroxidacéo lipidica € um mecanismo molecular envolvido no dano
oxidativo e atua como mutagénico e promotor tumoral (MAS-BARGUES et al., 2021),
sendo observada uma notavel elevacao no nivel de malondialdeido (MDA), produto
da peroxidacao lipidica, em todos os grupos que receberam TGN, independentemente
da dosagem e da presenca ou auséncia de DMH (Figura 17A). Essa lesao pode estar
associada a atividade pro-oxidante das antocianinas (GRANATO; MOCAN; CAMARA,
2020) por meio da superprodugéo de radicais livres e oxidagao de estruturas celulares
gue induzem a peroxidacéo lipidica e danos ao DNA em células normais e cancerosas
(OLEJNIK et al., 2018).

Entre as antocianinas, cianidinas e delfinidinas tém menor potencial de reducao
e maior atividade pro-oxidante na lipoproteina de baixa densidade (LDL) humana
(EGHBALIFERIZ; IRANSHAHI, 2016). ABUJA et al. (1998) demonstraram que o
extrato de sabugueiro, rico em antocianinas, apresentou comportamento pré-oxidante
na oxidacdo de LDL, dependendo do tempo de adicdo do extrato e da presenca de
cobre. Da mesma forma, HANIF et al. (2008) mostraram que na presenca de metais
de transi¢cao (como por exemplo, cobre), a delfinidina causa danos ao DNA por induzir
processos oxidativos no citoplasma e no nucleo das células. Em um individuo
saudavel, os ions de cobre sdo amplamente sequestrados em formas que sao
incapazes de catalisar reagdes de radicais livres. No entanto, no caso de leséo
tecidual, pode haver liberacdo de cobre e ions metéalicos cataliticos podem ser
detectados (LOMOZOVA et al., 2022), o que pode favorecer o comportamento pro-
oxidante dos compostos fendlicos presentes na torta de groselha negra.

Estudos ndo demonstraram que a ingestao de antocianinas reduz o risco de

cancer em humanos, mas sugerem que a ingestao pode reduzir certos parametros de
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dano oxidativo. No entanto, DUTHIE et al. (2006), em um estudo humano no Reino
Unido, mostrou que as antocianinas no suco de cramberry ndo afetaram o dano
oxidativo do DNA. Da mesma forma, FENG et al. (2007) analisaram 25 pacientes com
cancer de colon que consumiram 60g/dia de p6 de framboesa negra por 4 semanas e
demonstraram que ndo houve acéo sobre os FCA. Alguns dados farmacocinéticos
indicam que a absorcdo de antocianinas na corrente sanguinea de roedores e
humanos € minima, sugerindo que podem ter pouca efichcia (WANG; STONER,
2008).

Para manter um equilibrio entre producdo e delecdo de ROS, varios
antioxidantes enddgenos sao liberados pelas células, incluindo sistemas nao
enzimaticos (GSH) e enziméticos (SOD, GPx, GR, catalase, etc.) (FAKHRI et al.,
2020). Em termos de GSH, resultados experimentais foram realizados para determinar
seus niveis, pois ela desempenha um papel protetor adicional ao catalisar a reducao
de hidroperdxidos organicos e peroxidos lipidicos nas membranas (MAS-BARGUES
et al., 2021). Aqui, foi possivel observar que GSH, GSSG e GSH total aumentaram no
grupo DMH em comparagéo com 0 grupo controle negativo, sugerindo uma resposta
compensatéria ao aumento da producdo de estresse oxidativo gerado pelo pré
carcindgeno (Figura 17B).

O consumo de TGN em adi¢cdo ao tratamento com DMH levou a uma maior
deplecéo dos niveis de GSH em comparacdao com o controle positivo (DMH), o que
significa que o GSH foi oxidado a GSSG nos mesmos nhiveis que a oxidagéo causada
pelo dano do grupo que recebeu DMH e consumiu racdo comercial sem adi¢do de
TGN. Isso sugere gque em uma situacao estressante causada pelo DMH, a TGN oxida
e induz ativamente uma reposi¢cao dinamica de GSH, com consequente producéo de
GSSG, da mesma forma que o grupo DMH. Alguns antioxidantes enddgenos,
incluindo glutationa (GSH), também exibem atividade pré-oxidante na presenca de
metais de transicdo como o cobre (HSU et al., 2012). De fato, essa maior ativagao do
sistema de defesa celular pode ser decorrente do potencial agressivo da TGN contra
as células, evidenciado pela prévia analise da peroxidagéo lipidica.

Além disso, ndo houve diferencas na atividade da NADPH oxidase no ceco
entre os grupos (Figura 17C), o que significa que a TGN nao exerce efeito oxidante
por meio do aumento da producédo de espécies oxidativas no tecido, assim como
evidenciado no ensaio de producdo de EROs realizado in vitro. Dessa forma, os

efeitos adversos da TGN (peroxidacao lipidica) podem estar relacionados ao dano
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direto a membrana celular por meio de um efeito pré-oxidante sinérgico ou por
alteracbes na composicdo/funcdo da microbiota, desencadeando 0 processo
inflamatdrio, que por sua vez esta altamente associado ao desenvolvimento de cancer
colorretal (GAMALLAT et al., 2019).

Figura 17 - Efeitos do consumo de TGN frente ao estresse oxidativo no ceco
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Fonte: Do autor (2022).
Legenda: (A) MDA, malondialdeido; (B) GSH, glutationa reductase; GSSG, glutationa oxidada e GSH
total, GSH + GSSG; (C) NADPH, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato.

6.3.7 Efeitos da TGN no microbioma fecal

A microbiota intestinal representa um ecossistema complexo, incluindo
bactérias, virus, fungos etc., sendo responsavel pela producdo de vitaminas,
metabolizacdo de compostos dietéticos e protecdo contra patdégenos (SUN; KATO,
2016). Qualquer alteragdo no equilibrio entre as espécies no intestino pode levar ao
comprometimento da microbiota (denominado disbiose) e alteracbes na
permeabilidade intestinal, que por sua vez esta altamente associada a diversas
patologias (FIDELIS et al., 2021). Mudancas na comunidade microbiana intestinal
pode desencadear atividades nocivas de algumas bactérias, levando a doenca
inflamatoria intestinal, que desempenha papel crucial no inicio do tumor e na
progressédo do cancer colorretal (CHEN et al., 2018b; GAMALLAT et al., 2019).
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No entanto, o mecanismo pelo qual a microbiota intestinal participa da
formacéo e desenvolvimento do CCR ainda nao esta claro. A iniciagdo e/ou promog¢ao
da carcinogénese estdo possivelmente associadas a clivagem de compostos nédo
toxicos em compostos téxicos e a conversdo de procarcinGgenos em carcinbgenos
proximais (VENKATACHALAM et al.,, 2020). A associacdo entre a modulacdo da
microbiota, as alteracdes moleculares e o desenvolvimento do tumor €, portanto, a
chave para entender a patogénese da doenca. Portanto, a microbiota intestinal é
essencial para a atividade pro-carcinogénica do DMH e, como consequéncia, o DMH
induz uma alteracdo na microbiota intestinal (SILVA-REIS et al., 2022), conforme
mostrado na Figura 18.

Nesse estudo, foi evidenciado que o grupo controle positivo (ratos tratados com
DMH) exibiu uma reducdo na abundéancia de Firmicutes e Gammaproteobacteria em
comparacao com ratos saudaveis. Isso foi observado de forma semelhante por SUN
et al. (2017), que destacaram a menor abundancia de Firmicutes nos grupos de
modelos inflamatorios e uma diminuicdo gradual durante o desenvolvimento do tumor
do filo Proteobacteria, no qual pertencem as Gammaproteobacteria. Em contraste, o
DMH néo exerceu efeito sobre a quantidade de bactérias totais e Bacteroidetes. O
consumo de torta de groselha negra nas trés dosagens com DMH destacou seu efeito
pré-inflamatério ao aumentar a abundancia da populacdo bacteriana em termos dos
filos Gammaproteobacteria e Bacteroidetes, principalmente quando consumida a
maior dosagem (15%). Os efeitos pro-inflamatdrios encontrados estéo relacionados a
endotoxinas bacterianas que desencadeiam a producao de citocinas, como o TNF-a
no colon. Por outro lado, as trés dosagens de TGN também aumentaram o filo

Firmicutes, que apresenta efeitos anti-inflamatorios.
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Figura 18 - Efeitos do consumo de TGN na modulagéo da microbiota intestinal
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Fonte: Do autor (2022).
Legenda: TGN, torta de groselha negra; DMH, 1,2-dimetil-hidrazina e EDTA, acido
etilenodiaminotetracético.

Os filos Bacteroidetes e Firmicutes sdo dominantes no ambiente intestinal,
seguidos por Proteobacteria (SUN et al., 2017), e o equilibrio entre os dois filos
(Firmicutes e Bacteroidetes) parece ser critico para regular doencas progressdo. A
relacdo Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) é amplamente aceita por ter uma influéncia
importante na manutengao da homeostase intestinal normal, e alteragdes na relagéo
estdo associadas ao desenvolvimento de disbiose intestinal e certas doengas, como
a doenca inflamatoria intestinal (GAMALLAT et al., 2019). Aqui, quando avaliamos a
relacdo F/B na maior dosagem da TGN, com proporcdo de Bacteroidetes (4,73)
superior a de Firmicutes (0,20), fica evidente que esta relacdo esta desregulada. Além
disso, quando associamos essa relagdo F/B com um aumento na proporcao de
bactérias potencialmente patogénicas, como as Gammaproteobacterias (3.44),
sugerimos fortemente que o alto consumo de TGN pode contribuir para a disbiose
bacteriana intestinal.

Apés 0 consumo, as antocianinas e seus constituintes sofrem muitas
modificacdes no trato digestivo (XUE et al., 2022). Ao chegar ao célon, eles séo
convertidos em compostos bioativos pela microbiota colbnica antes de serem
absorvidos pela mucosa colénica (CHEN et al., 2018b). Da mesma forma, neste

sistema circular, os metabdlitos das antocianinas também séo capazes de modular ou
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alterar a composicdo do microbioma (BARS-CORTINA et al., 2022; FAKHRI et al.,
2020). Por ter um alto teor de fibras solluveis e insoluveis (ALBA et al., 2018), a torta
de groselha negra também pode ser capaz de modular a microbiota intestinal, uma
vez que os metabdlitos seletivos, gerados a partir da fermentacédo de fibras pelas
bactérias, podem modular diversas vias envolvidas na inflamacéo e no cancer (POPE
et al., 2017).

Em conclusdo, a disbiose bacteriana intestinal pode estar associada ao
aumento de citocinas pro-inflamatoérias, bem como ao aumento do niumero de criptas
presentes no colon e altera¢des morfolégicas, ambos no consumo das dosagens mais
altas de TGN. De fato, a suplementacéo dietética contendo altas doses de polifenois
€, neste momento, questionavel e deve ser bem justificada em cada caso, uma vez
gque maiores quantidades de compostos antioxidantes podem n&o produzir uma
atividade antioxidante (GRANATO; MOCAN; CAMARA, 2020).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A torta de groselha negra mostrou-se como excelente fonte de compostos
fendlicos e de antocianinas, 0s quais se tornaram mais bioacessiveis ap6s 0 processo
de digestéo in vitro, sugerindo que a digestéo afeta fortemente a atividade antioxidante
desses compostos. Essa atividade antioxidante foi confirmada nos ensaios in vitro
realizados com células humanas. No entanto, em um modelo in vivo de carcinogénese
de cdlon, a ingestdo da TGN na dosagem mais alta (15%) acentuou o surgimento de
lesBes pré-neoplasicas e alteracdes morfoldgicas no tecido do célon de ratos Wistar
e causou disbiose bacteriana intestinal. Além disso, a quantidade de polifenois
biologicamente ativos contidos na TGN é suficiente para manter um efeito pro-
tumorigénese, envolvendo aumento de citocinas inflamatdrias e inibicdo de proteinas
pré-apoptéticas. Supbe-se que, apos a digestdo e fermentacéo, a atividade biologica
da TGN seja dramaticamente alterada devido a modificagdes estruturais
consideraveis, o que sugere fortemente que os produtos de degradacdo e o0s
metabdlitos individuais do c6lon podem modular os processos celulares associados
ao cancer de colon. Os resultados in vivo evidenciam que as investigacdes sobre a
atividade pré-oxidante, muitas vezes limitadas a experimentos in vitro e em amostras
brutas, ndo necessariamente traduzem o sistema dindmico in vivo. Sem duavidas,
todas as preocupacdes sobre a atividade pré-oxidante dos antioxidantes naturais
estdo relacionadas a altas doses. Além disso, 0os mecanismos pelos quais 0S
compostos fendlicos e as antocianinas podem exercer sua bioatividade nao esta claro,
uma vez que sua atividade pode estar relacionada a formas nativas, a seus derivados
ou ambos. A distincdo de seus diferentes papéis bioldgicos é uma tarefa muito
desafiadora e as atividades pré-oxidantes dos compostos fendlicos da torta de

groselha negra precisam ser melhor investigadas em estudos futuros.
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MINISTERIO DA EDUCACAD
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG
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1454, de 3 du juihs S D005

Camissdo de Etica no Use de Animals - CEUA/UNIFAL-MG

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada EFEITOS ANTIOXIDANTES E
ANTIPROLIFERATIVOS DE ANTOCIANINAS DE GROSELHA PRETA (RIBES NIGRUN
L.) EM RATOS INDUZIDOS AD CANCER DE COLON., registrada com o n? 0011/2021, sob a

responsabilidade de Luciana Azevedo, que envolve a producao, manutengao ou utilizacao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, com
vigéncia de 01/03/2021 a 17/12/2021, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS (CEUA-UNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

|Espécieflinhagem/raca|Total de animais[Total de machos|Total de fémeas| Origem |
|Roedor | Wistar Ji20 J1z0 |& |Biotério central da unifal-mg|

Alfenas, 19 de Julho de 2022

Prof{a). Dria). Pollyanna Francielli de Oliveira
Coordenadora) do CEUAUNIFAL - MG
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