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RESUMO 

O câncer colorretal (CCR) ocupa o terceiro lugar em incidência e segundo em mortalidade entre 

todos os cânceres do mundo, em ambos os sexos, tornando-se um grave problema de saúde 

pública. Estudos demonstraram que as fibras alimentares desencadeiam respostas benéficas no 

organismo, como a produção de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) e podem prevenir e 

reduzir processos inflamatórios no intestino. Dentre as fibras, destacam-se as fibras da linhaça 

marrom, da chia, da farinha de banana verde, da aveia e da quinoa. Além das fibras, a proteína 

texturizada de soja também pode auxiliar no aumento da produção de AGCC. Desta forma, o 

objetivo deste estudo foi formular um Produto Alimentício Natural Rico em Fibras (PANRiF) 

com linhaça marrom, chia, farinha de banana verde, aveia, quinoa e proteína texturizada de soja 

e avaliar efeitos na prevenção e tratamento do câncer colorretal em modelo pré-clínico. Após a 

formulação do PANRif foram realizadas as análises químicas para avaliar o teor nutricional. 

Foram utilizados 78 ratos Wistar machos distribuídos em seis grupos experimentais: controle 

negativo (ácido etilenodiamino tetra-acético – EDTA), controle positivo (1,2-dimetilhidrazina 

DMH - 40 mg/Kg) e quatro grupos alimentados com 10% PANRiF + 1,2-dimetilhidrazina 

DMH- 40 mg/Kg: protocolo de pré-tratamento, tratamento simultâneo e protocolo pós-

tratamento. Após 24h da última administração de EDTA ou DMH foram coletadas amostras de 

sangue dos animais para realização dos ensaios do cometa e micronúcleo. Antes da eutanásia 

foi realizada a coleta de sangue para as análises hematológicas, bioquímicas e de citocinas. 

Após a eutanásia, o intestino grosso dos animais foi coletado para análise de criptas aberrantes. 

Os dados de distribuição paramétrica foram analisados por meio da análise de variância 

(ANOVA de uma via) seguida do teste Tukey e não paramétrico Kruskal–Wallis seguida do 

teste Dunn. O nível de significância adotado foi p < 0,05. Como resultados o PANRiF mostrou 

ser uma boa fonte de fibras e não alterou parâmetros biométricos, bioquímicos, hematológicos, 

inflamatórios e não induziu sinais de toxicidade e genotoxicidade/carcinogenicidade. O 

PANRif também exibiu efeito quimiopreventivo, em todos os protocolos, com redução de 

danos (% RD) de 75% no teste do cometa. Além disso, o PANRiF reduziu a incidência de focos 

de criptas aberrantes em 49,36% no protocolo pós-tratamento. Portanto, os resultados sugerem 

a aplicabilidade do PANRiF na dieta humana devido aos benefícios, possibilidade de produção 

em escala industrial e fácil aplicação tecnológica em diferentes produtos, uma vez que pode ser 

incorporado em alimentos sem alterar ou causar pequenas alterações nas características 

sensoriais do produto final. 

Descritores: focos de criptas aberrantes; quimioprevenção; alimentos funcionais; fibras 

alimentares. 



ABSTRACT 

Colorectal cancer (CRC) ranks third in incidence and second in mortality among all cancers in 

the world, in both sexes, making it a serious public health problem. Studies have shown that 

dietary fiber triggers beneficial responses in the body, such as the production of short-chain 

fatty acids (SCFA) and can prevent and reduce inflammatory processes in the gut. Among the 

fibers, the fibers of brown flaxseed, chia, green banana flour, oat and quinoa stand out. In 

addition to fiber, textured soy protein can also help increase SCFA production. Thus, the 

objective of this study was to formulate a Natural Food Product Rich in Fibers (NFRFP) with 

brown flaxseed, chia, green banana flour, oats, quinoa and textured soy protein and to evaluate 

the effects on the prevention and treatment of colorectal cancer in a model preclinical. After the 

formulation of the NFRFP, chemical analyzes were performed to assess the nutritional content. 

Seventy-eight male Wistar rats were divided into six experimental groups: negative control 

(ethylenediamine tetraacetic acid - EDTA), positive control (1,2-dimethylhydrazine DMH - 40 

mg/Kg) and four groups fed 10% NFRFP + 1, 2-dimethylhydrazine DMH- 40 mg/Kg: pre-

treatment protocol, simultaneous treatment and post-treatment protocol. After 24 hours of 

administration of EDTA or DMH, blood samples were collected from the animals to perform 

the comet and micronucleus assays. Before euthanasia, blood was collected for hematological, 

biochemical and cytokine analyses. After euthanasia, the large intestine of the animals was 

collected for analysis of aberrant crypts. Parametric distribution data were analyzed using 

analysis of variance (one-way ANOVA) followed by the Tukey test and non-parametric 

Kruskal–Wallis test followed by the Dunn test. The significance level adopted was p < 0.05. 

As a result, NFRFP proved to be a good source of fiber and did not change biometric, 

biochemical, hematological, inflammatory parameters and did not induce signs of toxicity and 

genotoxicity/carcinogenicity. PANR if also exhibited a chemopreventive effect, in all protocols, 

with damage reduction (% RD) of 75% in the comet test. Furthermore, the NFRFP it reduced 

the incidence of aberrant crypt foci by 49.36% in the post-treatment protocol. Therefore, the 

results suggest the applicability of NFRFP in the human diet due to the benefits, possibility of 

production on an industrial scale and easy technological application in different products, since 

it can be incorporated into foods without altering or causing small changes in the sensory 

characteristics of the final product.  

Descriptors: aberrant crypt foci; chemoprevention; functional food; dietary fiber. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As modificações ocorridas na estrutura da sociedade no século XX, por meio da rápida 

transição demográfica, epidemiológica e nutricional, apresentaram consequências sob o padrão 

de saúde da população. Essas mudanças acarretaram a redução de doenças infectocontagiosas 

e o aumento na expectativa de vida bem como de doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) 

(MCCRACKEN; PHILLIPS, 2017). Entre as DCNTs, destaca-se o câncer, com estimativa de 

30,2 milhões de novos casos até 2040, pela Organização Mundial da Saúde (WHO, 2021). 

O câncer colorretal (CCR) é o terceiro tipo mais comum e segundo em mortalidade entre 

todos os cânceres do mundo, em ambos os sexos, tornando-se um grave problema de saúde 

pública (BRAY et al., 2018). No Brasil, o CCR foi o segundo tipo de câncer que mais atingiu 

a população brasileira em 2020 (INCA, 2021a) e aproximadamente, 40 mil novos casos deste 

tipo de neoplasia são diagnosticados por ano, entre homens e mulheres, destes, 30% poderia ser 

evitado por meio de hábitos mais saudáveis (INCA, 2021b).  

O CCR abrange tumores que acometem o cólon intestinal e o reto, sendo que a etiologia 

desse tipo de carcinoma inclui a interação entre fatores endógenos, como a predisposição 

genética ao desenvolvimento de doenças crônicas do intestino e a idade avançada, além de 

fatores ambientais, como a dieta (INCA, 2021c).  

Os componentes da dieta podem alterar a microbiota intestinal, que por sua vez interfere 

diretamente na homeostase intestinal. Assim, a composição da dieta tem papel fundamental na 

iniciação, progressão e prevenção do CCR desencadeando respostas inflamatórias e 

imunológicas do hospedeiro (PARK et al., 2017; ALMEIDA, DE et al., 2019). Nesse sentido, 

estudos têm mostrado que alguns alimentos funcionais, como as fibras, desencadeiam respostas 

benéficas e podem prevenir e reduzir processos inflamatórios no intestino (HAENEN et al., 

2013; PESARINI et al., 2013; NAVARRO et al., 2015; FERNÁNDEZ et al., 2019; HULLINGS 

et al., 2020). 

As fibras alimentares são componentes não digeríveis pelo organismo humano que 

contribuem para o aumento do bolo fecal, aceleração da passagem de produtos residuais, 

adsorção do conteúdo carcinogênico do cólon, redução da colonização do intestino por bactérias 

responsáveis pela metabolização e/ou liberação de pró-carcinógenos e carcinógenos, redução 

da adiposidade e produção de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) por meio da fermentação 

bacteriana (LATTIMER; HAUB, 2010; DHINGRA et al., 2012; PESARINI et al., 2013; SONG 

et al., 2015; DAI; CHAU, 2017). Por sua vez, os AGCC melhoram a saúde intestinal por meio 

de vários efeitos locais, que vão desde a manutenção da integridade da barreira intestinal, 
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produção de muco e proteção contra inflamação até a redução do risco de câncer colorretal 

(O’KEEFE, 2016; SILVA et al., 2020).  

Dentre as fibras que possuem essa capacidade destacam-se as fibras da linhaça marrom 

(PAMPLONA-SILVA et al., 2018), da chia (TAMARGO et al., 2018), da farinha de banana 

verde (HAENEN et al., 2013; NAVARRO et al., 2015), da aveia (LIU et al., 2015) e da quinoa 

(Liu et al., 2018) que possuem quantidades consideráveis de β-glucana, amido resistente, 

mucilagens, ligninas, pectinas, hemicelulose e celulose ((RAMOS et al., 2010; REBELLO et 

al., 2016; SANG; CHU, 2017; LIU et al., 2018; SHAFIE et al., 2019). Além das fibras, as 

proteínas também tem ação positiva sobre o intestino, como é o caso da proteína texturizada de 

soja que apesar de não possuir grandes quantidades de fibras alimentares, esse alimento parece 

aumentar a produção de ácidos orgânicos no intestino grosso e consequentemente os AGCC, 

prevenindo o CCR (AN et al., 2014). 

Considerando que o CCR é um grave problema de saúde pública com alta incidência 

(INCA, 2021a; WHO, 2021), é de extrema importância a formulação de novos produtos 

funcionais com ingredientes variáveis que forneçam diferentes tipos de fibras que possam ser 

usados na prevenção ou como coadjuvantes de tratamentos desse tipo de neoplasia. À vista 

disso, a presente pesquisa teve por objetivo formular um Produto Alimentício Natural Rico em 

Fibras (PANRiF) e avaliar os efeitos na prevenção e tratamento do câncer colorretal em modelo 

pré clínico. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 CÂNCER COLORRETAL (CCR) 

 

O CCR é um tipo de neoplasia muito agressiva, com alto potencial de propagação para 

outros órgãos, além de ser uma doença que afeta grande parte da população mundial. Estima-

se que em 2020 a incidência de novos casos de CCR foi de 1.931,590 pessoas no mundo (BRAY 

et al., 2018). No Brasil, ele ocupa o segundo lugar em câncer mais incidente, com estimativa 

de 40.990 novos casos e 20.578 mortes em 2020 (INCA, 2021c).  

A alta incidência do CCR está associada com os fatores de risco como pré disposição 

genética, inflamação intestinal crônica, mutagênicos ambientais, patógenos intestinais 

(TERZIĆ et al., 2010) e alimentação (THANIKACHALAM; KHAN, 2019). Cerca de 90-95% 

dos casos desenvolvem-se devido a fatores ambientais e estilo de vida (ANAND et al., 2008; 

LI et al., 2015). 

 Em termos gerais, o câncer é definido como um conjunto de mais de 100 diferentes 

tipos de doenças que têm em comum o crescimento desordenado de células anormais com 

potencial invasivo, cuja origem se dá por condições multifatoriais (INCA, 2020). Esse 

crescimento desordenado ocorre por meio de uma mutação genética no DNA da célula, que 

passa a receber instruções equivocadas e começam a dividir-se de forma contínua, gerando 

grandes massas de células, que denominam-se tumores. O processo de carcinogênese possuem 

fases que podem ser definidas como: iniciação, promoção, progressão e manifestação (INCA, 

2021d). 

O desenvolvimento do câncer no colón e reto inicia-se com a formação de focos de 

criptas aberrantes (FCA), que são aglomerados de glândulas anormais resultante da 

transformação de uma célula intestinal normal em célula pré-neoplásica (BIRD, 1987). Os FCA 

são distintamente diferentes da criptas normais e podem ser identificados por microscopia 

(Figura 1), são encontradas principalmente na porção distal do cólon e possui alto grau de 

instabilidade genômica, cromossômica e morfológica (BIRD, 1987).  
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Figura 1 – Microscopia do colón de ratos 

 

 (A) Criptas normais (10 ×); (B) Foco de criptas aberrantes no cólon (10 ×) Corado com azul 

de metileno. Fonte: Autor, 2022. 

 

Caso haja a continuidade do estímulo genético ou ambiental os FCA podem se tornar 

adenomas e desenvolver lesões pré-malignas não invasivas, caracterizando as fases de 

promoção e progressão. Essas lesões, a depender das alterações do microambiente, podem 

evoluir para um carcinoma de células epiteliais, chegando a fase de manifestação da 

carcinogênese (TERZIĆ et al., 2010) (Figura 2). 

 

Figura 2 – Fases do desenvolvimento do câncer colorretal 

 

FCA – focos de criptas aberrantes. Fonte: Autor, 2022. 
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A inflamação intestinal crônica é um dos principais riscos do CCR, indivíduos que 

apresentam colite ulcerativa e doença de Crohn, têm maior risco de desenvolver CCR em 

comparação com a população geral (JESS et al., 2012). Haslam et al. (2017) mostraram em seu 

estudo uma associação entre um maior índice inflamatório dietético, desenvolvido para avaliar 

o potencial inflamatório da dieta de um indivíduo, e um aumento da prevalência de adenomas 

colorretais, reforçando que a inflamação seja ela derivada de uma doença prévia ou de má 

alimentação contribui para a formação do CCR. 

Na fase de progressão do CCR é possível observar que a inflamação intestinal continua 

e os fatores que impulsionam essa resposta são complexos e, portanto, não claros, mas estão 

relacionados à interação entre as células neoplásicas e o microambiente tumoral circundante, 

envolvendo células inflamatórias, fibroblastos, matriz extracelular e vasculatura. Enquanto as 

células tumorais podem expressar variavelmente diferentes citocinas e quimiocinas, células 

imunes e fibroblastos são capazes de produzir muitos desses fatores em níveis muito mais altos 

(FUKUYAMA et al., 2007; TAO et al., 2017; GUERRIERO, 2018)  

 

2.2 MODELOS ANIMAIS DE CCR 

 

Como o CCR é causado principalmente por fatores ambientais e estilo de vida (ANAND 

et al., 2008; LI et al., 2015) vários estudos tem surgido a fim de buscar alternativas de prevenção 

e tratamento dos tumores de cólon e reto (NAVARRO et al., 2015; LIMEIRAS; OLIVEIRA; 

et al., 2017; LIMEIRAS; OGO; et al., 2017; MOURA, DE et al., 2019; LI et al., 2019; CHIU 

et al., 2020). Para alcançar os objetivos dos estudos e mimetizar todas as fases do CCR que 

ocorre em humanos, tem sido utilizados modelos experimentais com roedores.  

Os modelos experimentais buscam reproduzir uma situação carcinogênica em humanos, 

dessa forma os modelos para CCR são divididos em hereditários e esporádicos. A forma 

hereditária está relacionada com síndromes familiares e a esporádica com processos 

inflamatórios intestinais, ambiente e estilo de vida. A escolha é realizada de acordo com a 

finalidade do estudo (DE-SOUZA; COSTA-CASAGRANDE, 2018). A Tabela 1 mostra os 

principais tipo de indução do CCR esporádico. 
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Tabela 1 – Tipos de indução esporádica do câncer colorretal (CCR) 

Indução Tipo Descrição do método 

Dietética Dieta hiperlípidica Utiliza uma dieta hiperlipídica para promover a 

obesidade e a longo prazo a indução da 

carcinogênese no intestino delgado, ceco e cólon 

proximal, esse modelo é pouco utilizado devido a 

poucos animais desenvolverem o CCR e longo 

período de experimentação. 

Química 

1,2 Dimetilhidrazina 

(DMH) 

Utiliza o agente químico DMH para a indução de 

adenomas e adenocarcinomas, com capacidade de 

induzir metástases. Esse agente é um indutor 

indireto, apresenta alto grau de especificidade para 

o intestino e promove a toxicidade hepática. 

Azoximetano 

(AOM) 

 Utiliza o agente químico AOM para indução de 

adenomas e adenocarcinomas. Este agente é um 

indutor direto, apresenta alto grau de especificidade 

para o intestino e promove a toxicidade hepática, 

porém o custo é maior que o DMH. 

Geneticamente 

modificado 

P53 Utiliza animais com mutação no gene P53, a 

alteração nesse gene potencializa a ação de outros 

genes ou indutores de tumor. Necessita de outro 

método associado para induzir a carcinogênese 

colorretal. 

K-ras Utiliza animais com mutação no gene K-ras, a 

mutação nesse gene promove hiperplasia e 

surgimento de FCA. Neste modelo os animais não 

desenvolvem tumores, sendo necessário a 

associação de outro tipo de indução. 

Fonte: adaptado de De-Souza e Costa-Casagrande (2018). 

 

O principal método utilizado na literatura é a indução química, principalmente 

utilizando o agente DMH (ROSENBERG et al., 2009; NAVARRO et al., 2015; MACHADO 

et al., 2016; LIMEIRAS; OLIVEIRA; et al., 2017; LIMEIRAS; OGO; et al., 2017; MOURA, 

DE et al., 2019; LI et al., 2019; CHIU et al., 2020). O DMH e seu precursor metabólico o 
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metilazoximetanol são procarcinógenos que requerem ativação metabólica para formar 

produtos reativos ao DNA. O efeito carcinogênico do DMH ocorre após uma única injeção ou 

por meio de uma série de injeções semanais nos animais, a manifestação da lesão maligna pode 

ser encontrada 4-30 semanas após a administração (MACHADO et al., 2016).  

 

2.3 QUIMIOPREVENÇÃO DO CCR 

 

O CCR tem sido alvo de vários estudos na busca da prevenção e novos tratamentos, 

nesse sentido como estratégia mais barata e eficaz em direção ao objetivo de redução da 

mortalidade por este tipo de neoplasia, a quimioprevenção tem atraído cada vez mais a atenção 

da comunidade científica e do público em geral (UMEZAWA et al., 2019).  

A quimioprevenção é estabelecida como como a ingestão de substâncias sintéticas ou 

naturais para conter a indução, prevenir ou retardar a progressão do câncer, ou reverter a 

carcinogênese em um estágio pré-maligno (SPORN; SUH, 2002). Como o CCR apresenta um 

longo estágio de iniciação a quimioprevenção tem sido estudada como oportunidade de 

interferir antes que os adenomas se transformem em câncer (LI et al., 2015). No entanto, 

encontrar uma substância de quimioprevenção eficaz para o CCR não é uma tarefa fácil, apenas 

um pequeno número de agentes de quimioprevenção do câncer foi aprovado pela Food and 

Drug Administration (RABADI, AL; BERGAN, 2017).  

Há alguns requisitos importantes devem ser considerados ao avaliar potenciais agentes 

quimiopreventivos, pois, essa substância será administrada por longo período de tempo. Assim 

os agentes quimiopreventivos devem apresentar baixa toxicidade, poucos ou nenhum efeito 

colateral, ser de fácil administração e baixo custo (UMEZAWA et al., 2019). Dessa forma, os 

compostos bioativos derivados da dieta são candidatos potenciais para esse propósito. 

É amplamente aceito que uma dieta rica em frutas, vegetais, especiarias e cereais possui 

efeitos benéficos no intestino, particularmente no cólon (TAN et al., 2014; LI et al., 2015; 

KATONA; WEISS, 2020). As fibras presentes nesses alimentos são capazes de contribuir na 

prevenção do CCR pois aceleram o trânsito intestinal, reduzem a adsorção de xenobióticos e 

produção de AGCC, como acetato, propionato e butirato, que são formados após a fermentação 

das fibras pela microbiota intestinal ao longo do trato do cólon (TAN et al., 2014; WU et al., 

2018). 
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2.4 FIBRAS 

 

A fibra alimentar (FA) pode ser definida pelo Codex Alimentarius como “polímeros de 

carboidratos com dez ou mais unidades monoméricas, que não são hidrolisados pelas enzimas 

endógenas no intestino delgado dos humanos”(ZIELINSKI et al., 2013). O Codex Alimentarius 

ainda indica que pelas diversas discussões sobre a inclusão de carboidratos de 3-9 graus de 

polimerização como FA a decisão de incluí-las ou não deve ser tomada pelas autoridades de 

cada país. Essa discordância não advém da reconhecida indegistibilidade, mas por não se 

verificarem os efeitos característicos de FA (MENEZES, et al., 2013).  

Dessa forma, a FA consiste num grupo extremamente heterogêneo de compostos. Todos 

os constituintes, à exceção da lenhina, são polissacarídeos pertencentes ao grupo dos glúcidos 

como pectinas, mucilagens, hemiceluloses, gomas, celulose e em alguns casos também os 

oligossacarídeos, amido resistente e polissacarídeos não vegetais são contemplados na 

definição de FA (LUNN; BUTTRISS, 2007; GIBNEY et al., 2009).  

A FA pode ser classificada em dois grupos: a) as fibras insolúveis que não são solúveis 

em água, portanto não formam géis, e sua fermentação é limitada, elas contribuem para o 

aumento do volume fecal, reduzindo o tempo de trânsito intestinal, a absorção de glicose e 

retardo da hidrólise do amido, neste grupo estão a lignina, celulose e algumas hemiceluloses; 

b) as fibras solúveis que dissolvem-se em água, formando géis viscosos, não são digeridas no 

intestino delgado e são facilmente fermentadas pela microflora do intestino grosso, elas 

aumentam a viscosidade do bolo alimentar, diminuindo a atividade de certas enzimas 

digestivas, influenciando diretamente na taxa de digestão e absorção de nutrientes, fazem parte 

deste grupo as pectinas, as glucanas, as gomas, as mucilagens e algumas hemiceluloses. A 

maioria dos alimentos que contêm fibras é constituída de um terço de fibras solúveis e dois 

terços de insolúveis (WONG; JENKINS, 2007; MIRA et al., 2009). 

Sabe-se que o consumo da FA está relacionado com a redução do risco de CCR 

(BRADBURY et al., 2014; LUO et al., 2015; GIANFREDI et al., 2018), esse efeito protetor é 

derivado da produção de AGCC a partir da fermentação das fibras pela microbiota intestinal 

(WU et al., 2018). 

Dentre os AGCC, o butirato destaca-se quanto à sua eficácia protetora contra o CRC, 

seu efeito inibitório contra a proliferação de células de câncer de cólon humano foi mostrado 

superior em comparação com acetato e propionato (ZENG et al., 2020).  

O butirato pode exercer seu papel antiproliferativo por diversos mecanismos, o primeiro 

deles é a redução da expressão de neuropilina-1, um receptor do fator de crescimento endotelial 
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vascular (VEGF) que regula a angiogênese, a regulação negativa exerce um efeito inibitório na 

expansão das células cancerígenas do cólon (YU et al., 2011). Além disso, o butirato induz 

apoptose e suprime a proliferação e invasão e também promove a redução da motilidade de 

células cancerosas, impedindo o potencial metastático do CCR (HU et al., 2015; HAN et al., 

2016; LI et al., 2017). 

Diferente do que se espera, o butirato atua de forma distintas nos colonócitos normais 

em comparação com aqueles cancerosos, essa situação foi denominada “paradoxo do butirato” 

onde esse AGCC estimula o crescimento celular de colonócitos saudáveis e em contrapartida 

exerce um efeito antiploliferativo em colonócitos cancerosos, enfatizando as vantagens da 

ingestão de fibra alimentar (DONOHOE et al., 2012; KAIKO et al., 2016; HAN et al., 2016). 

Conforme discutido acima, o efeito protetor da FA pode ser amplamente atribuído à 

produção de butirato. Dessa forma, o nosso grupo de pesquisa desenvolveu um Produto 

Alimentício Natural Rico em Fibras (PANRiF) que apresenta potencial para ser um bom 

quimiopreventivo. Os constituintes do PANRiF foram escolhidos de acordo com estudos já 

realizados em modelo de câncer colorretal, dessa forma, buscamos formular um produto que 

apresenta-se alto teor de fibras e proteínas. O PANRiF  é constituído pelos seguintes alimentos: 

linhaça marrom (PAMPLONA-SILVA et al., 2018), chia (TAMARGO et al., 2018), farinha de 

banana verde (HAENEN et al., 2013; NAVARRO et al., 2015), aveia (LIU et al., 2015), quinoa 

(LIU et al., 2018) e proteína de soja texturizada. 

O componentes do PANRiF possuem diferentes fibras, como a aveia que possui 

quantidades consideráveis  de β-glucana, a farinha da banana verde amido resistente, a chia as 

mucilagens, a linhaça as ligninas, e a quinoa pectinas, hemicelulose e celulose (RAMOS et al., 

2010; REBELLO et al., 2016; SANG; CHU, 2017; LIU et al., 2018; SHAFIE et al., 2019). Este 

produto contém uma mistura de fibras insolúveis e solúveis, o que pode estar relacionado com 

a produção de AGCC e consequentemente com maior proteção contra o CCR.  

Um estudo recente mostrou que a dieta com fibra insolúvel aumentou a concentração de 

acetato, enquanto a dieta com fibra solúvel aumentou a concentração de AGCC totais (acetato, 

propionato e butirato) (CHEN et al., 2019), assim acredita-se que a escolha destes ingredientes 

abrange as características de um produto promissor. 

Como fonte de proteínas, o produto possui como ingrediente a proteína texturizada de 

soja que recentemente demonstrou aumento da produção de ácidos orgânicos no intestino 

grosso em um estudo com ratos (AN et al., 2014) , os autores atribuem o aumento desses ácidos 

ao longo tempo de trânsito intestinal que eleva os níveis de degradação de proteínas e 

fermentação de aminoácidos, contribuindo para o aumento de AGCC em comparação com 
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outras fontes proteicas como a caseína. A tabela 2 representa a composição química dos 

componentes do PANRiF. 

 

Tabela 2 – Composição química de componentes do Produto Alimentício Natural Rico em 

Fibras (PANRiF) em g / 100 g 

Alimento Umidade Cinzas Proteína Lipídios Carboidratos 

Totais 

Fibras Calorias 

Linhaça 6,68 3,67 14,10 32,30 43,30 33,50 386,30 

Chia 5,80 4,80 16,50 30,70 42,10 34,40 373,10 

Amido 

resistente* 

3,30 2,59 4,50 0,68 87,92 1,01 371,76 

Aveia 9,80 1,30 14,90 7,00 67,00 10,3 349,40 

Quinoa 13,30 2,37 14,10 6,07 64,2 7,00 339,83 

Proteína 

texturizada 

de soja ** 

73,1 - 52,4 1,24 30,51 - 342,80 

Amido resistente* (farinha da banana verde): Fonte: BORGES; PEREIRA; LUCENA (2009).  

Proteína texturizada de soja ** – Fonte: PHILIPPI, 2015.  

Demais ingredientes: Fonte: USP, 2019. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos de um Produto Alimentício Natural Rico em Fibras na prevenção e 

tratamento do câncer colorretal em modelo pré clínico.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Formular o Produto Alimentício Natural Rico em Fibras. 

Avaliar a composição química do Produto Alimentício Natural Rico em Fibras e da 

ração oferecido em diferentes momentos aos animais do ensaio pré-clínico; 

Avaliar a atividade (anti)genotóxica, (anti)mutagênica e (anti)carcinogênica do Produto 

Alimentício Natural Rico em Fibras em modelo pré-clínico; 

Avaliar a ação do Produto Alimentício Natural Rico em Fibras sobre o perfil 

hematológico, bioquímico e inflamatório em modelo pré-clínico 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 AGENTE QUÍMICO 

 

Para a indução dos FCA foi usado o agente químico DMH (marca Sigma®, USA, CAS 

Nº 306-37-6), na dose de 40 mg/Kg de peso corpóreo (p.c.), diluído em solução aquosa de ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA - 0,37 mg/mL, com correção de pH para 6,5 por meio da 

adição de NAOH 0,1 N (PARK et al., 1997), por via intraperitoneal (i.p.), com modificação de 

Limeiras et al. (2017), Navarro et al. (2015), Pamplona-Silva et al. (2018) e Pesarini et al. 

(2013). Foram administradas duas doses por semana durante duas semanas (CAETANO et al., 

2018; MOURA, DE et al., 2018, 2019; RAMOS CAETANO et al., 2020). 

 

4.2 PREPARO DO PRODUTO ALIMENTÍCIO NATURAL RICO EM FIBRAS 

 

O PANRiF trata-se de uma mistura de linhaça marrom (Natubom®; Lote 2502), chia 

(Natubom®; Lote 1902), farinha de banana verde (Natubom®; Lote 0701), aveia (Natubom®; 

Lote 1412), quinoa (Natubom®; Lote 0101) e proteína texturizada de soja (Natubom®; Lote 

702), adquiridos comercialmente na cidade de Campo Grande, MS, Brasil. Todos os 

ingredientes foram triturados e misturados na mesma proporção. Em seguida, PANRiF foi 

acrescentado à ração comercial (Nuvilab®), triturada, na proporção de 10%. Após 

homogeneizada, a ração modificada foi umedecida com água filtrada, peletizada e seca em 

estufa com circulação de ar a 35º por 12 a 14 horas. 

 

4.3 ANIMAIS E CONDIÇÕES AMBIENTAIS 

 

Foram utilizados 78 ratos Wistar machos, em idade reprodutiva, aproximadamente 10-

12 semanas, distribuídos em seis grupos experimentais (n = 13 animais/grupo) provenientes do 

Biotério Central do Instituto de Biociências da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, 

Campo Grande, MS, Brasil. Os animais passaram por um período de adaptação de 7 dias.  

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno recobertas com maravalha 

autoclavada, em duplas ou trios. A luminosidade e a temperatura foram controladas (12 horas 

de claro: 12 horas de escuro) com temperatura mantendo-se em torno de 22ºC±2 e umidade 

55%±5. A alimentação foi constituída de água filtrada e ração comercial (Nuvilab®) ou ração 

comercial (Nuvilab®) acrescida de 10% de PANRiF, ad libitum. 



24 

 

O experimento foi realizado de acordo com os Princípios Éticos em Pesquisa Animal e 

aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Mato Grosso 

do Sul sob o parecer nº 1.000/2018 (ANEXO A). 

 

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL  

 

Os animais do grupo Controle Negativo receberam ração comercial durante doze 

semanas e na 3ª e 4ª semanas receberam duas doses de solução aquosa de EDTA (0,37 mg/mL) 

na proporção de 1mL/100g de (p.c.; i.p.). Os animais do grupo Controle Positivo foram tratados 

da mesma forma que o controle negativo. No entanto, o EDTA foi substituído por uma solução 

de 1,2-dimetilhidrazina (DMH) na dose de 40 mg/kg (p.c.; i.p.). Os animais do grupo PANRiF 

foram tratados como o controle negativo. No entanto, a ração comercial foi substituída pela 

ração acrescida com 10% de PANRiF. Os animais do grupo Pré-tratamento receberam a ração 

comercial acrescida com 10% de PANRiF por duas semanas (1ª e 2ª semanas). Em seguida, 

passaram a receber ração comercial (3ª até a 12ª semanas). Na 3ª e 4ª semanas receberam duas 

doses/semana de DMH (40 mg/Kg, p.c., i.p.). Os animais do grupo Simultâneo receberam ração 

comercial na 1ª e 2ª semanas e depois da 5ª à 12ª semanas. Na 3ª e 4ª semanas os animais 

receberam duas doses/semana de DMH (40 mg/Kg, p.c., i.p.) e foram alimentados com ração 

acrescida de 10% de PANRiF. Os animais do grupo Pós-tratamento receberam ração comercial 

da 1ª à 4ª semana e depois passaram a receber a ração acrescida de 10% de PANRiF da 5ª à 12ª 

semana. Na 3ª e 4ª semanas os animais receberam duas doses/semana de DMH (40 mg/Kg, p.c., 

i.p.) (Figura 3). 
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Figura 3 – Delineamento experimental. 

 

PANRiF – Produto Alimentício Natural Rico em Fibras; EDTA - ácido etilenodiamino tetra-

acético; DMH - 1,2-dimetilhidrazina; p.c. – peso corporal; i.p. – intraperitoneal. Fonte: Autor, 

2022. 

 

O peso corporal individual e consumo de alimentos foram quantificados duas vezes por 

semana durante o período experimental.  

Vinte e quatro horas após a última administração de EDTA ou DMH foi coletada uma 

amostra de 20 µL de sangue periférico, por punção da veia caudal, para a realização do ensaio 

do cometa e 20 µL para a realização do ensaio do micronúcleo (Figura 3).  

No final da 12ª semana, os animais foram submetidos à anestesia inalatória com 

isoflurano para a coleta de sangue por punção retro-orbital. Em seguida, os animais foram 

submetidos à eutanásia por overdose do mesmo anestésico. Posteriormente, os animais foram 

submetidos à torocotomia e laparotomia para a coleta de órgãos e, em especial, o intestino para 

avaliação dos FCA. 

 

4.5 ANÁLISE QUÍMICA DA RAÇÃO E DO PRODUTO ALIMENTÍCIO NATURAL RICO 

EM FIBRAS  

 

A umidade foi determinada em estufa a 105 °C até peso constante (AOAC, 2011). As 

cinzas foram determinadas em mufla (550°C) (AOAC, 2011). Os lipídios totais foram 

determinados pelo método de Bligh e Dyer (1959). As proteínas foram avaliadas por meio do 
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teor de nitrogênio total da amostra, pelo método Kjeldahl, determinado ao nível semimicro 

(AOAC, 2011). Utilizou-se o fator de conversão de nitrogênio para proteína de 6,25. O teor de 

fibra alimentar total foi avaliado pelo método AOAC 985.29 (AOAC, 2011). A determinação 

de carboidratos foi realizada por cálculo teórico (por diferença) pela fórmula % Carboidratos = 

100 – (% umidade + % proteína + % lipídios + % cinzas + % fibra alimentar). O valor calórico 

total (kcal) foi calculado utilizando-se os seguintes valores: lipídios (9,03 kcal/g), proteína (4,27 

kcal/g) e carboidratos (3,82 kcal/g) (MERRILL; WATT, 1973). Todas as análises foram 

realizadas em triplicata. 

 

4.6 ENSAIOS BIOLÓGICOS 

 

4.6.1 Ensaio do cometa 

 

O ensaio foi conduzido segundo Singh et al. (1988) com modificações de Navarro et al. 

(2014). Vinte microlitros de sangue periférico foram homogeneizados com 120μL de agarose 

de baixo ponto de fusão (Low melting point – LMP – 1,5%), a 37ºC. Em seguida, essa mistura 

foi depositada em uma lâmina pré-coberta com agarose normal (5%) e recoberta por lamínula 

de vidro. Resfriou-se a 4ºC por 20 minutos e retirou-se as lamínulas. As lâminas foram imersas 

em solução de lise (89,0mL de estoque de lise (2,5M NaCl, 100,0mM EDTA, 10,0mM Tris, 

pH 10,0 corrigido com NaOH sólido, 890,0 mL de água destilada e 1% de laurilsarcosinato de 

sódio), 1,0 mL de Triton X -100 e 10,0 mL de DMSO) por 1h. Após, as lâminas foram 

transferidas para o tampão de eletroforese para desnaturação (300,0mM NaOH e 1,0mM 

EDTA, preparado a partir de uma solução estoque de NaOH 10,0N e EDTA 200,0mM pH10,0) 

por 20 minutos e, posteriormente, foi realizada a eletroforese com tampão pH>13 a 4ºC por 20 

minutos. Após a eletroforese, as lâminas foram neutralizadas com 15,0 mL de solução de 

neutralização (0,4M Tris e 950mL água deionizada - pH 7,5) por 15 minutos e secas ao ar livre 

e fixadas em álcool etílico absoluto por 10 minutos. As lâminas foram coradas com 100 µl de 

brometo de etídio. Os nucleóides foram fotografados em microscópio de fluorescência (Leica, 

DMi8) com uma ampliação de 200x. Posteriormente, foram analisados 200 nucleóides/animal 

no programa CometScore 2.0.0.38 TriTek. Os parâmetros utilizados foram a porcentagem de 

DNA na cauda e momento da cauda. 

Foi realizado um controle interno do teste com células B16F10 tratadas por 3 horas com 

doxorrubicina (5µM). O cultivo das células foi realizado segundo Navarro et al. (2018). As 

lâminas submetidas à mesma corrida de eletroforese das lâminas de sangue periférico.  
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4.6.2 Ensaio de micronúcleo em sangue periférico 

 

Foi realizado pelo método descrito por Hayashi et al. (1990) e modificado por Navarro 

et al. (2014). Para tanto, uma lâmina recoberta com 20 μL de Alaranjado de Acridina (1,0 

mg/mL) recebeu 20 μL de sangue periférico da veia caudal. A lâmina foi recoberta por lamínula 

e acondicionada em freezer (-20 ºC) por um período mínimo de sete dias. A análise foi realizada 

em microscópio de epifluorescência (Bioval®), no aumento de 40x, com filtro de excitação 

420-490 nm e filtro de barreira 520 nm. Foram analisadas 2.000 células/animal.  

 

4.6.3 Ensaio de focos de criptas aberrantes (FCA) 

 

Após as eutanásias, foram coletados os intestinos grossos. Esses foram abertos pela 

linha mesentérica e fixados em isopor. Posteriormente, os intestinos foram fixados em solução 

tamponada de formalina 10%, por um período mínimo de 24 horas.  No momento da análise, 

cada segmento do cólon foi corado com solução de azul de metileno 10% por 10 minutos e 

depositado em uma lâmina com a mucosa voltada para cima. A análise foi realizada em 

microscópio óptico de campo claro em aumento de 10x. Toda a mucosa foi avaliada para a 

identificação e quantificação dos FCA. A identificação dos FCA foi baseada nos critérios 

utilizados por Bird (1987): (I) foco constituído de uma única cripta - a cripta aberrante apresenta 

revestimento por camada epitelial espessa, com abertura lumial elíptica e de tamanho superior 

(ao menos 2x) aos das criptas normais circunvizinhas; (II) foco com duas ou mais criptas - as 

criptas aberrantes formam blocos distintos e ocupam uma área maior que a ocupada por um 

número equivalente de criptas de morfologia normal. Não há presença de criptas normais 

separando as criptas aberrantes dentro desses focos. Os FCA foram analisados de acordo com 

a ocorrência de 1 a 3 criptas/foco, 4 a 8 criptas/foco e mais de 9 criptas/foco. Para análise 

estatística considerou-se o número total de FCA, de criptas aberrantes por focos e a relação 

cripta/foco (BIRD; GOOD, 2000).  

 

4.6.4 Cálculo da porcentagem de redução de danos (% DR) 

 

A porcentagem de redução de danos do PANRiF em lesões induzidas pelo DMH foi 

calculada segundo Manoharan & Banerjee (1985), com modificações de Pesarini et al. (2013): 

%DR =  
𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜−𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑎𝑠𝑠𝑜𝑐𝑖𝑎𝑑𝑜

𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜−𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
× 100 
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4.6.5 Parâmetros hematológicos e bioquímicos 

 

As análises hematológicas foram realizadas em unidade de automação KX-21 

(Sysmex®), segundo recomendações do fabricantes, e revisadas em lâmina por meio de 

contagem diferencial (leucócitos) (BAIN et al., 2016) e observação de morfologia/coloração 

celular (BAIN et al., 2016).  

O sangue periférico coletado por punção retro-orbital foi acondicionado em tubo com 

gel separador (BD®, CAT: 367986, lote: 6305645-2017-10-31). Em seguida, foi centrifugado 

a 2.000 rpm por 10 minutos (Megafuge™ 16 Centrifuge Series - Thermo Fisher Scientific). O 

soro foi separado para as análises bioquímicas realizadas no Cobas C111 por meio de kits 

comerciais (Roche®; Lote: aspartato aminotransferase – AST 41777901, alanina 

aminotransferase – ALT 42120501, proteína total 3824560, albumina 38244901, uréia sérica 

42549401, creatinina 38184001, ácido úrico 34263401, glicose 40900901, α-amilase 

42941601, colesterol 41613201, HDL colesterol 39303201 e triglicerídeos 40929901 de acordo 

com as recomendações do fabricante.  

 

4.6.6 Quantificação da expressão de citocinas IFN-γ, IL-6, IL-10, IL-12p70, MCP-1 e TNF-α 

 

O sangue periférico coletado por punção retro-orbital foi acondicionado em tubo com 

gel separador (BD®, CAT: 367986, lote: 6305645-2017-10-31). Em seguida foi centrifugado a 

2.000 rpm por 10 minutos (Megafuge™ 16 Centrifuge Series - Thermo Fisher Scientific). O 

soro foi separado para a quantificação das citocinas, usando o Kit Cytometric Beads Array - 

CBA (CAT: 552364, Lote: 8171797; BD®), seguindo as instruções do fabricante, em citômetro 

de fluxo Cytoflex Beckman Coulter®. Para tanto, incubou-se 50 µL de soro de cada animal 

com 50 µL de marcador (Mouse Inflammation PE Detection Reagent) juntamente com as 

esferas de capturas marcadas (Capture Beads) por 2 horas. Posteriormente, a mistura foi 

centrifugada a 1.500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado. O precipitado foi 

homogeneizados com 1mL de tampão de lavagem (Wash buffer) e procedeu-se nova 

centrifugação e descarte do sobrenadante. Ao final, o precipitado foi ressuspendido em 300 µL 

de tampão de lavagem e 10.000 esferas foram avaliadas em citômetro de fluxo Cytoflex 

Beckman Coulter para a determinação da quantidade de cada citocina. Os dados foram 

calculados utilizando cálculo de regressão linear simples em curva padrão para se obter os 

valores em pg/mL. 
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4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados das análises químicas foram expressos em média ± desvio padrão e os 

demais em média ± erro padrão. Os dados com distribuição paramétrica foram analisados por 

meio da análise de variância (ANOVA de uma via) seguida do teste Tukey e os não 

paramétricos por Kruskal–Wallis seguida do teste Dunn. O nível de significância adotado foi 

p<0,05. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

De acordo com o proposto nos objetivos foi realizado um experimento pré-clínico em 

ratos suplementados com 10% de PANRif. Os resultados desse experimento estão apresentados 

a seguir, na forma de artigo intitulado “The use of Natural Fiber-Rich Food Product is safe and 

reduces aberrant crypt foci in a pre-clinical model”, publicado no periódico NUTRIENTS da 

editora MDPI, qualis/CAPES A1 na área interdisciplinar (fator de impacto 4,171). 
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Figure S1. Average food intake (g) of different experimental groups over twelve weeks. NFRFP - 

Natural Fiber-Rich Food Product. Equal letters on the same line indicate absence statistically significant 

differences. (Statistical test: ANOVA, p> 0.05). 
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Table S1. Effect of consumption of the Natural Fiber-Rich Food Product (NFRFP) on the weight 

development of animals submitted to different treatment protocols: 

Experimental 

Groups 

Negative 

Control 

Positive 

Control 

NFRFP Pre- 

treatment 

Simultaneous Pos-

treatment 

N      12 11 13 10 9 9 

Initial Weight 1      

300.6±8.00a 

301±9.14a 304.3±7.88a 306.2±8.91a 300.7±8.19a 306.9±9.62
a 

Final weight1      

426.8±14.83a 

414.5±10.14a 437.8±8.19a 428.6±13.15a 411.9±17.13a 417.6±10.1

2a 

Weight gain1      

126.2±19.09a 

113.5±15.47a 133.5±11.88a 119.0±16.81a 111.2±15.86a 110.7±13.6

8a 

     Absolute weight 

Heart1      

1.14±0.05a 1.14±0.03a 1.15±0.03a 1.14±0.05a 1.19±0.05a 1.17±0.03a 

Lungs1      

1.70±0.07ab 1.71±0.05ab 1.72±0.05ab 1.64±0.07a 1.62±0.05a 1.93±0.07b 

Liver1      

13.20±0.47a 14.29±0.82a 14.17±0.35a 13.81±0.50a 13.92±0.87a 

13.64±0.67
a 

Spleen2      

0.75±0.06a 0.98±0.26a 0.77±0.03a 0.74±0.04a 0.83±0.10a 0.96±0.25a 

Kidneys2 2.88±0.12a 2.94±0.08a 3.05±0.08a 2.93±0.12a 2.85±0.17a 3.32±0.66a 

Right 

epididymis1 0.42±0.02a 0.53±0.13a 0.50±0.04a 0.48±0.05a 0.58±0.10a 0.49±0.04a 

Right testicle1 1.72±0.07a 1.53±0.12a 1.74±0.03a 1.68±0.06a 1.51±0.16a 1.59±0.05a 

Relative weight 

Liver1 3.10±0.05a 3.51±0.31a 3.24±0.05a 3.25±0.06a 3.38±0.14a 3.27±0.15a 

Heart1 0.27±0.01a 0.28±0.01a 0.26±0.01a 0.27±0.00a 0.29±0.01a 0.28±0.01a 

Lungs1 0.40±0.02ab 0.42±0.02ab 0.39±0.01a 0.38±0.01a 0.39±0.01a 0.46±0.01b 

Kidneys2 0.67±0.01a 0.71±0.02a 0.70±0.01a 0.69±0.02a 0.69±0.02a 0.79±0.15a 

Spleen2 0.18±0.01a 0.25±0.08a 0.18±0.01a 0.17±0.01a 0.20±0.03a 0.23±0.06a 

Right 

epididymis1 

0.43±0.02a 0.53±0.13a 0.50±0.04a 0.48±0.05a 0.58±0.10a 0.49±0.04a 

Right testicle1 1.85±0.38a 1.785±0.49ª 1.43±0.12a 1.69±0.24a 1.57±0.31a 1.66±0.22a 

NFRFP - Natural Food Product Rich in Fiber. Different letters on the same line indicate statistically 

significant differences (Statistical Test: 1ANOVA / Tukey, 2Kruskal-Wallis / Dunn, p> 0.05). 
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6 CONCLUSÕES 

 

Com base nos resultados apresentados, permite-se concluir que:  

1) O PANRiF é uma boa fonte de fibras e proteínas que pode ser inserido na dieta, 

agregando valor nutricional.  

2) O PANRiF não causa toxicidade e/ou genotoxicidade/carcinogenicidade, nem 

alterações nos perfis bioquímico, hematológico e inflamatório (isolado ou associado ao DMH), 

exceto pela redução do colesterol quando consumido por pelo menos 12 semanas consecutivas 

em ratos.  

3) Esta formulação apresentou efeito quimiopreventivo e reduziu a progressão de focos 

de criptas aberrantes no protocolo pós-tratamento.  

4) Esses resultados abrem caminhos para estudar a aplicabilidade do PANRiF na dieta 

humana devido à possibilidade de produção em escala industrial e fácil aplicação tecnológica 

em diferentes produtos.  
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ANEXO A – Protocolo de aprovação do comitê de ética no uso de animais (CEUA) 
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