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RESUMO

A carcinogénese colorretal € um processo complexo que pode durar varios anos,
tendo como sequéncia classica, a transformacao progressiva de adenomas colorretais
em carcinomas. Entretanto, os focos de criptas aberrantes tém substituido os
microadenomas como biomarcadores precoces na génese do cancer colorretal. Com
intuito de frear a cascata carcinogénica, e particularmente a ocorréncia de focos de
criptas aberrantes, varias agdes quimiopreventivas vém sendo testadas. Um grupo
que merece destaque € a classe dos antioxidantes, tais como as vitaminas C, D e E,
cuja acado fundamental seria neutralizar a agao dos radicais livres, impedindo que
moléculas vitais - como o DNA - sejam danificadas. Dessa forma, o objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos quimiopreventivos da Vitamina D e do Acido Acetilsalicilico
- de forma isolada e/ou combinada - em modelo animal de carcinogénese colorretal.
Para esse fim foram utilizados camundongos Balb-c adultos em experimento com
duragéo de 12 semanas. Os animais foram divididos em 2 grupos principais (EDTA e
DMH) e por sua vez subdividos em 4 grupos cada: controle e os grupos intervengao:
AAS, Vitamina D e AAS+Vitamina D. Os animais receberam AAS (6 mg/kg, VO) e
Vitamina D (1500 Ul/semana por gavagem) durante 12 semanas e a indugao quimica
incluiu duas injegbes de DMH (40mg/kg) ou EDTA (37 mg/100 mL de agua destilada
com volume de administracdo de 0,5 ml/10 gr de peso corporal) por via subcutanea
na 42 e na 52 semanas de tratamento. No final da 122 semana foi realizada uma coleta
de sangue via retro-orbitaria e em seguida os animais foram submetidos a eutanasia
para a dissecgao do colon e figado, para as analises do Ensaio Cometa, Estresse
Oxidativo e da Técnica de Criptas Aberrantes. Os resultados mostraram que, no
Ensaio Cometa, todas as intervencdes apresentaram ag¢ao antigenotoxica no sangue
e figado dos animais que receberam as injegdes de DMH, reduzindo também dano
oxidativo ao DNA. Na avaliagao do estresse oxidativo, as intervengdes farmacoldgicas
reduziram a oxidagdo de proteinas porém n&o a quantidade de grupamentos
sulfidrilas, quando comparadas ao grupo agua/DMH. Entre as enzimas do sistema
antioxidante, somente a catalase apareceu estar alterada nos grupos de intervengéo
quimipreventiva. Na avaliagcdo das criptas aberrantes, todas as intervengdes
demonstraram um efeito anticarcinogénico no célon dos animais expostos a DMH
quando comparados ao grupo controle positivo (Agua/DMH). Em suma, os resultados
mostraram os efeitos quimiopreventivos da Vit D e do AAS em modelo de
carcinogénese colorretal, reforcando que esses compostos podem ser utilizados na
prevencgao primaria do CCR em humanos. Entretanto, o efeito sinérgico foi semelhante
as intervengdes quimiopreventivas.

Palavras-chave: Cancer Colorretal. 1,2 — Dimetilhidrazina. Vitamina D. Acido Acetil-
salicilico. Quimioprevengao. Dano em DNA.



ABSTRACT

Colorectal carcinogenesis is a complex process which can last many years, having as
classical substrate the sequence adenoma-carcinoma. However, aberrant crypt foci
has substituted microadenomas as early biomarkers in the colorectal tumorigenesis.
Aiming to brake the cascade, and particularly the occurrence of aberrant crypt foci,
many chemopreventive actions have been tested intending to block the carcinogenesis
progression. The antioxidant group has been highlighted by neutralizing the free rad-
icals action. The aim of this study was to evaluate the chemopreventive effects of vit-
amin D and acetylsalicylic acid (AAS) - isolated and/or blended - in a animal model of
colorectal carcinogenesis. It was utilized Balb-c adult mouse in a experiment with 12
weeks of duration. The animals were divided in 2 main groups (EDTA and DMH) and
after subdivided in 4 groups each: AAS, Vitamin D and AAS+Vitamin D. The animals
received AAS (6 mg/kg daily) and Vitamin D (1500 Ul a week) during 12 weeks, and
DMH induction was made during the 4" and 5" week of treatment with a dose of 40
mg/kg twice a week. In the end of 12" week blood samples from the retroocular venous
plexus was taken and after that the animals were sacrificed on week 12 of the experi-
ment. Then the animals were submitted at laparotomy to remove the medium-distal
colon and small fragment of the liver. The analysis were: Comet Assay, Oxidative
Stress and Aberrant Crypt Foci detection. The results have shown that all the pharma-
cological interventions demonstrate anti-genotoxic properties in both blood and liver,
reducing even the DNA oxidative damage. At the evaluation of oxidative stress, the
pharmacological interventions reduced the protein oxidization but not the formation of
sulfidrils when comparing with positive control. When the enzymatic antioxidant system
was evaluated, only the catalase activity demonstrated effectivity in the intervention
groups. In the aberrant crypt foci evaluation, all the interventions demonstrated anti-
carcinogenic effect in the colon of the animals exposed to DMH when comparing to
positive control. In conclusion, the results have shown the chemopreventive effects of
vitamin D and AAS in a experimental model of colorectal carcinogenesis, reinforcing
the importance of primary prevention of CCR in humans. However, the sinergistic ef-
fect was similar at isolated chemopreventive interventions.

Keywords: Colorectal cancer. 1,2 - DimetylHydrazine. Vitamin D. Acetylsalicylic acid.
Chemoprevention. DNA damage.
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1 INTRODUGAO

1.1 CANCER COLORRETAL

1.1.1 Aspectos epidemiolégicos

O cancer colorretal (CCR) ou de cdlon é o quarto tumor mais comum e a
segunda causa de morte por cancer nos EUA. Estimativas da Organizagao Mundial
da Saude (OMS) apontam para uma incidéncia global de 1,3 milhdes de casos ao ano,
e mais de 650.000 mortes. (Jemal et al., 2011; Colussi et al., 2013; Torre et al., 2015).

Apesar das estatisticas serem alarmantes, a incidéncia e mortalidade por
CCR vem diminuindo desde a década de 90, devido a programas de rastreamento e
melhorias na assisténcia oncoldgica clinica e cirurgica. Nos EUA, estima-se uma
incidéncia de 140.000 novos casos, e cerca de 50.000 obitos por esta neoplasia. No
Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou para 2016, 34 mil novos casos,
com discreto predominio no sexo feminino. Observa-se aumento na incidéncia nas
regides Sul e Sudeste, mostrando diferengas geograficas neste tipo de cancer, o que
pode ser explicado por diferentes exposi¢des ambientais e estilos de vida. (INCA,
2016).

Nos ultimos anos, por razées ainda pouco entendidas, observou-se uma
ocorréncia cada vez mais precoce do cancer colorretal. Estima-se que até 2030
havera um aumento de 125% na incidéncia desta neoplasia em individuos com idade
inferior a 35 anos, o0 que pode ser atribuido ao legado de um estilo de vida ruim,
pautado em ma alimentagao, sedentarismo e a obesidade pandémica. (Center et al.,
2009; Jemal et al., 2011; Bray et al., 2012). Seguindo esta premissa, € salutar que
diferentes estratégias de quimioprevengao devam ser estudadas e desenvolvidas com

o intento de reduzir a incidéncia desse tipo de neoplasia.

1.1.2 Fatores de risco relacionados ao cancer colorretal

A elevada e crescente incidéncia do cancer colorretal tém sido atribuida a
uma pléiade de fatores que, isolados ou nao, possuem papel de destaque nas
diferentes etapas que envolvem a formagéao de tumores no intestino grosso. Os fatores

de risco ja bem relatados em estudos experimentais e populacionais sdo, além da
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idade avangada, as sindromes genéticas herdadas, os fatores ambientais como a
dieta e estilo de vida, doencas como obesidade e doencas inflamatérias intestinais,
como Doenca de Crohn e Retocolite Ulcerativa Idiopatica. (Giovanucci et al., 2001;
Giovanucci et al., 2002; Ewing et al., 2014; Yang et al., 2016).

A idade talvez represente o mais consolidado fator de risco descrito na
literatura. Sua importancia é vista nos programas de rastreamento onde divide, a partir
dos 50 anos, os individuos em risco baixo (menos de 50 anos) e médio (acima dos 50
anos). A participagdo como fator predisponente reside ndo somente na ocorréncia de
mutacgdes aleatdrias e cumulativas ao longo da vida, mas também no maior tempo de
exposicéo a diferentes fatores de risco. (Grady et al., 2004; Ewing et al., 2014).

Somente 5-6% dos tumores colorretais envolvem alteragbes genéticas
herdadas. As duas formas de tumores col6nicos com carater hereditario sdo a
sindrome de Lynch e a Polipose Adenomatosa Familiar, as quais envolvem mutagdes
germinativas em genes de reparo do DNA e supressores de tumor. (Colussi et al.,
2013).

Os fatores ambientais envolvendo dieta e estilo de vida tém sido implicados
na génese de aproximadamente 90% dos tumores do intestino grosso. Nesse
contexto, a dieta rica em carne vermelha ou processada, alto teor de gorduras, baixo
teor de fibras, baixo consumo de calcio, acido félico e vitamina D tém demonstrado
sua associagao com cancer colorretal. (Yang et al., 2016). Postula-se que altas
concentracbes de ferro presentes na carne vermelha promovam a formagao de
espécies reativas de oxigénio (ERO), como radicais hidroxila, aumentando o estresse
oxidativo sobre o epitlélio colonico e ocasionando a formacao de podlipos e tumores
malignos. (Pierre et al., 2006). De outra forma, o consumo de fibras, derivados de
frutas, verduras e graos - proposto como uma forma de reduzir carcinégenos fecais,
modular transito intestinal, alterar o metabolismo dos acidos biliares e reduzir o pH
colénico - vem demonstrando resultados controversos quanto a preveng¢ao de
adenomas e tumores colorretais, o que pde em oportuno questionamento um
paradigma ja consagrado. (Alberts et al., 2000; Schatzkin et al., 2000; Peters et al.,
2003; Larson et al., 2005).

O baixo consumo de calcio também tem sido relacionado com o CCR.
Estudos tem mostrado que o calcio é capaz de diminuir a barreira epitelial colénica
aos efeitos lesivos provocados pelo acidos biliares e acidos graxos. Inversamente, a

suplementacdo a base de calcio tém proporcionado efeito protetor ao otimizar a



17

barreira epitelial as substéncias carcinogénicas, minimizando assim estresse
oxidativo, inflamacao e focos de hiperproliferagdo. (Newmark et al., 2009).

O consumo de alcool e tabaco tém se revelado fator de risco para CCR.
(Glovanucci et al., 2001; Cho et al., 2004; Moskal et al., 2007). Em uma revisao
sistematica envolvendo 8 estudos observacionais de coorte foi evidenciado que o
consumo de 30 gramas de etanol diariamente durante 16 anos aumentou o risco de
CCR em 16%. Quando a ingesta aumentou para 45 gramas em média, o risco elevou-
se para 41%. Além disso, uma meta-analise publicada em 2008 mostrou que o
consumo dose-dependente do tabaco esteve associado a risco de 18% no
desenvolvimento de CCR. (Kuper et al., 2002; Botteri et al., 2008). Contudo, é
importante pontuar que estas revisdes sistematicas trazem estudos com diferentes
delineamentos e possiveis fatores de confusio, os quais fragilizam as conclusdes a
respeito do tema. Em relagdo ao tabagismo, varios estudos foram realizados desde a
década de 70 demonstrando associag¢ao entre tabaco e CCR, inclusive com riscos
diferenciados para fumantes ativos (RR =2.14; IC 95%:1.86-2.46) e ocasionais
(RR=1.82; IC 95%: 1.55-2.01). (Paskett et al., 2007; Hooker et al., 2008).

A obesidade constitui fator de risco para varios tipos de tumores e tem sido
apontada como responsavel por 14 % das mortes por cancer em homens e 20% em
mulheres. Da mesma forma, o sedentarismo possui associagdo com CCR. (Wallace
et al., 2009). Neste sentido, estudos populacionais tém demonstrado que a pratica
constante de exercicios fisicos reduz em 40-50% o risco de tumores do intestino
grosso. As hipoteses para tal impacto estdo na reducdo da adiposidade central,
minimizando inflamagédo sistémica e melhorando a resposta imuno-mediada.
(Tarraga-Lopez et al., 2014)

Entre os diferentes mecanismos moleculares de carcinogénese colorretal
a via inflamatéria tem ganhado destaque nas ultimas décadas como fator
predisponente. Presente na Doenca de Crohn e Retocolite Ulcerativa, a inflamacao
induz mutagdes cumulativas que culminam com o desenvolvimento de displasia,
adenomas e carcinomas colorretais. Por essa razdo os programas de rastreamento
de cancer colorretal neste subgrupo tém sido mais rigidos, através de colonoscopia
com realizagcdo de multiplas bidépsias abrangendo todos os segmentos colénicos.
(Alberts et al., 2000).
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1.2 VIAS MOLECULARES DE CARCINOGENESE COLORRETAL

A ocorréncia da neoplasia colorretal tem sido historicamente embasada na
sequéncia adenoma-carcinoma, tendo como substrato inicial a ocorréncia de
mutagbes cumulativas em diferentes genes. Estudos tém demonstrado fortes
evidéncias de que o fenbmeno mais precoce, capaz de induzir as células normais do
colon a se tornarem polipos adenomatosos, € o dano a molécula do acido
desoxirribonucléico (DNA), o qual pode ser desencadeado por agentes genotdxicos
existentes no lumen intestinal. (Ribeiro et al., 2008; Priolli et al., 2013; Guinney et al.,
2015)

Sabe-se que os danos oxidativos no DNA, por exemplo, sdo causados por
espécies reativas de oxigénio (EROs), espécies reativas de nitrogénio (ERN) ou pelos
grupos metila (CH3) em excesso, provocando processo inflamatorio crénico que oca-
siona alteragdo arquitetural na mucosa coldénica normal. (Schmutte et al.,1996;
Wheeler et al., 2003; Wheeler et al., 2005). Estas espécies reativas ao gerarem danos
oxidativos ao DNA podem desencadear mutagdes que comprometem genes
responsaveis pelo controle do ciclo celular, gerando clones com autonomia
proliferativa e o inicio no processo de carcinogénese colorretal. (Wheeler et al., 2003).

Entretanto, a genética do cancer de colon € muito complexa. O estudo
realizado por Sjoblom et al. (2006) apresenta mais de 13.000 genes sequenciados em
tumores colorretais. Os autores descobriram que os tumores acumulam
aproximadamente noventa genes mutantes e sessenta e nove destes foram
apontados como relevantes. Cada tumor possui em média nove genes mutados e um
perfil molecular uUnico. (Sjoblom et al., 2006). Dessa forma, varios marcadores
genéticos moleculares foram identificados e sao utilizados atualmente para
diagndstico, progndstico e tratamento. (Cancer Genome Atlas Network, 2012; Zhang
et al., 2014).

Existem basicamente 3 vias moleculares que embasam a carcinogénese
colorretal. A via de instabilidade cromossémica (VIC) - a mais frequente - é
caracterizada pela perda de heterozigose e anormalidades cromossémicas
grosseiras, e esta presente em 85% dos CCRs. Dessa forma, € representada por
tumores que normalmente apresentam alteragdes no cariétipo, como ganhos e perdas
cromossOmicas, bem como translocagdes. (Fearon e Vogelstein, 1990). O restante

dos casos emergem de duas vias alternativas relacionadas a instabilidade de
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microssatélites (IMS) e ao fendtipo metilador das ilhas Citosina-Fosfato-Guanina
(CpG), também conhecida como via CIMP (Jass, 2007; Perea et al., 2011). A via da
instabilidade cromossémica (IC) é representada por tumores que normalmente
apresentam alteragbes no cariotipo, como ganhos e perdas cromossdémicas, bem
como translocacdes. (Fearon e Vogelstein, 1990).

A mutacdo ‘chave’ da via IC ocorre no gene APC, localizado no
cromossomo 5qg21-22 e envolvido em ambos os tumores esporadico e hereditario, e
que age como gene de supressao tumoral sobre a via conhecida como WNT. (Shih et
al., 2001; Sieber et al., 2002). A inativagado do gene APC, de fato, resulta em aumento
da sinalizagdo na via canénica WNT, ocasionando acumulo de beta-catenina (BC),
substancia que promove hiperproliferagao, diferenciagdao, migragao e adesao celular.
(Morin et al., 1997; Sparks et al., 1998; Guerrero et al., 2000). A Figura 1 sumariza as

mutac¢des genéticas caracteristicas da via de instabilidade gendmica.

Figura 1 - Sequéncia adenoma-carcinoma e as mutagdes genéticas
caracteristicas da via de istabilidade cromossdmica (vic) - cin: chromossomal
instability
TP53, PIK3CA,
APC/j-catenina KRAS Perda de 18q
Mucosa da O Adenoma Adenoma Cancer
Normal P Precoce avangado invasivo

A
.

EGFR, COX2
Aumento da CIN

Reproduzido de Takayama et al, 1998, por PINO and Chung, 2010 e readaptado)

Fonte: Adaptado de Takayama et al. (1998).

Outra via alternativa do CCR é a IMS descrita primeiramente na década de
90. (Thibodeau et al., 1993). Esta refere-se a um acumulo de erros no processo de
replicacdo do DNA, especialmente em segmentos curtos de 1 a 5 nucleotideos

chamados microssatélites. (Thomas et al., 1996). A IMS é resultado de mutacao nos
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genes de reparo do DNA, conhecido como Mismatch Repair (MMR), que atuam
corrigindo erros logo antes da agao da enzima DNA polimerase (Boland et al., 1998;
Fishel et al.,1998). Esta via esta presente em 15% dos CCRs esporadicos e cerca de
95% dos casos de sindrome de Lynch (HNPCC). Varios genes como MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2 sao considerados genes MMR, entretanto o MLH1 e o MSH2 s&o os
mais associados a CCR (Peltomaki et al., 2003). De fato, as pessoas que possuem o
sistema MMR deficiente tém as taxas de mutagcdes aumentadas em 100 vezes nas
células da mucosa colorretal. (Thomas et al., 1996).

A terceira via supracitada - CIMP ou ‘via serrilhada’ - é constituida pela
hipermetilagdo aberrante de sequéncias de dinucleotideos CpG (Citosina-Fosfato-
Guanina) localizados nas regides promotoras de genes envolvidos na regulagao do
ciclo celular, apoptose, angiogénese, reparo do DNA, invasao e aderéncia. (Toyota et
al.,1999). Os promotores hipermetilados causam a perda da expressdo do gene,
sendo encontrados em cerca de 20% a 30% dos cénceres de colon. (Ogino et al.,
2006). A inativagao transcricional dos genes supressores de tumor pela CIMP é um
importante mecanismo da carcinogénese, pelo qual, varias regides promotoras sao
metiladas desempenhando esse papel em 35% dos CCRs. (Snover, 2011). A mutagéo
do gene BRAF é frequentemente encontrada em casos de alto grau de hipermetilagéo
e esta associada com mecanismos anti-apoptaticos, crescimento celular e progresséo
para carcinogénese. Na CIMP ha uma maior presenga de mutagées no gene BRAF,
enquanto que as mutagdées no p53 exibem uma taxa mais baixa. (Van et al., 2002;
Samowitz et al., 2005; Ogino et al., 2006).

1.3 ASPECTOS GENOTOXICOS E ESTRESSE OXIDATIVO NA GENESE DO
CANCER COLORRETAL

A toxicologia genética prevé o estudo das alteragbes produzidas por
determinados agentes sobre o material genético das células. A exposicdo de um
organismo a compostos xenobioticos pode ser o fator indutor de uma cascata de
eventos danosos sobre o DNA que pode levar a formacédo de alteragcbes nesta
macromolécula. Como resultado desta mudanca, podem ocorrer diversas disfuncdes
metabdlicas que podem levar a varios tipos de doengas, inclusive ao cancer. (Moura,
2012).
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Uma provavel causa da iniciagao do cancer pode ser a formacao de adutos,
como resultado da interagdo de compostos genotoxicos com o DNA. Caso n&o ocorra
o reparo desta lesdo, esta pode ser propagada para as células filhas. Estas células
podem permanecer latentes por muitos anos acumulando novos danos ou ainda
sofrerem uma exposi¢cao posterior a um agente promotor, e em ambos 0s casos o
processo de malignizagao pode ser desencadeado. (Ribeiro et al., 2007).

Na génese do cancer sobretudo em suas fases mais precoces, ocorre
intima correlagéo entre estresse oxidativo e dano a molécula de DNA. A produgao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) ocorre de forma constante
em condicdes normais nas células, sendo contrabalangcada pelos sistemas
antioxidantes. (Gutteridge e Halliwell, 2000). Entretanto, o desequilibrio entre
producao e neutralizagao resulta em estresse oxidativo e potencial dano genético. O
dano ao DNA por sua vez pode ser reparado por um primoroso conjunto de genes que
regulam essa func¢do. Entretanto, a deficiéncia nesses mecanismos reparadores pode
explicar a ocorréncia da transformacgao neoplasica. (Ribeiro et al., 2007).

Alguns mecanismos de estresse oxidativo tém sido associados na génese
dos tumores colorretais. (Haklar et al., 2001; Dalle-Done et al., 2006). Este
desequilibrio entre producao e neutralizacdo ocasiona oxidagao de lipideos, proteinas
e o proprio DNA, além de alterar a modulagao de vias de sinalizagao que controlam
processos como proliferacao, diferenciacao, crescimento celular e apoptose. (Slattery
et al.,, 2012). O CCR origina-se de uma linhagem de células epiteliais que
habitualmente dividem-se rapidamente e possuem alta taxa metabdlica. Um estudo
demonstrou que células do fundo das criptas - células tronco - sdo mais suscetiveis
ao dano causado pelo peréxido de hidrogénio, do que as células mais diferenciadas
situadas na superficie das criptas. (Chang et al., 2008). Essa premissa explicaria que
células progenitoras poderiam carrear e multiplicar diferentes danos oxidativos
através da proliferagao celular. De forma geral, em realidade as células em estagio
proliferativo - fase S da mitose - sdo particularmente sensiveis ao dano oxidativo uma
vez que o DNA esta presente na forma de fita Unica nesta fase. (Chang et al., 2008).

Alguns marcadores de estresse oxidativo vém sendo estudados na
carcinogénese colorretal tais como o malondialdeido, acroleina, isoprostanos,
oxidagao de tirosina e hidroxilagdes. O radical hidroxil (OH") é considerado o mais
danoso. Dentre os mecanismos mais bem estudados de dano oxidativo ao DNA,

encontra-se a hidroxilagao da base guanina ocasionada por esse radical. Ao ocorrer
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a incorporacao do OH" no carbono oito da base guanina, forma-se a 8-hidroxiguanina
(8-OHAG) promovendo um pareamento de bases de forma errbnea com uma molécula
de timina. (Seril et al., 2003). Adicionado a isso, niveis significativamente maiores de
8-OHdG tém sido encontrados em células tumorais, leucdcitos e na circulacéo
sanguinea de individuos com CCR. De outra forma, existem diferentes mecanismos
protetores que representam as defesas antioxidantes das células. As substancias
antioxidantes sao divididas em primarias, como a superéxido dismutase (SOD),
Catalase (CAT), Glutationa peroxidase (GPX), e secundarias como as vitaminas C, D
e E, bilirrubinas, acido urico e beta-caroteno. (Haklar et al., 2001). Além disso, alguns
estudos tém demonstrado que o CCR pode ser decorrente de diferentes polimorfismos
genéticos no sistema antioxidante bem como associado a niveis reduzidos dos
micronutrientes acima citados. (Méphlan et al., 2010; Sutherland et al., 2010).

Inumeros agentes tém sido descritos como promotores de estresse
oxidativo e consequentemente dano oxidativo a molécula de DNA, tais como radiacgéo,
inflamacéao, trauma e agentes quimicos. Dentre os agentes quimicos, o presente
estudo, utilizou a 1,2-Dimetilhidrazina (DMH), agente alquilante capaz de gerar
quebras na fita dupla de DNA, que vem sendo utilizado amplamente em modelos
experimentais de carcinogénese colorretal.

Vaérios estudos tém avaliado os niveis de dano oxidativo ao DNA na
carcinogénese colorretal. (Ribeiro et al., 2007; Ribeiro et al., 2008; Perse, 2013; Loke-
shumar et al., 2015). Uma das linhas de pesquisa tem observado correlagao entre
dano oxidativo ao DNA e mutagdes no gene P53, importante regulador do ciclo celular
e inibidor de estados hiperproliferativos. Scalise et al.(2016) identificaram que o dano
oxidativo ao DNA pode ser um potencial marcador de mutacdo no gene P53 ao
observarem maiores niveis de dano oxidativo e P53 mutado em tecidos tumorais
quando comparados a tecidos normais. Em outro estudo, o dano oxidativo foi avaliado
em modelo experimental de cancer colorretal induzido por azoximetano, utilizando-se
como agente anti-genotoxico o cha de Salvia officinalis, demonstrando redugdo no
dano ao DNA e nos estados de hiperproliferagdo mensurados pelo Ki-67. (Pedro et
al., 2016) .

De outra forma, Ribeiro et al. (2009) demonstraram que o dano oxidativo
ao DNA existe tanto em tecidos normais como em tecidos neoplasicos, porém ocorrem
em maiores niveis neste ultimo, mostrando também que os sistemas de reparo

(Mismatch Repair) encontram-se reduzidos no tecido tumoral. Isto reforca a idéia de
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que o estresse oxidativo ocorre em todos os tecidos, porém seu efeito lesivo sé ocorre
quando a reparacéo € ineficiente.

De fato, alguns estudos tém demonstrado o efeito antigenotdéxico de
algumas substancias presentes na dieta. O Mirtenal, 6leo essencial da familia dos
Monoterpenos, presente na pimenta, menta e eucalipto tem demonstrado eficacia
antigenotoxica em varios modelos de céancer. Lokeshkumar et al., em 2015,
publicaram um estudo mostrando o efeito antioxidante e antigenotéxico do mirtenal
suprimindo a cascata carcinogénica colorretal. Suwanalert et al., em 2016,
demonstraram que o arroz tailandés possui inumeras atividades anti-inflamatdrias,

antigenotoxicas e anticarcinogénicas atuando quimiopreventivamente no CCR.

1.4 CRIPTAS ABERRANTES COMO MARCADORES PRECOCES DA CARCINO-
GENESE COLORRETAL

Durante muito tempo o adenoma foi considerado o melhor e mais relevante
biomarcador do cancer colorretal. Entretanto, a partir da década de 80, os focos de
criptas aberrantes (FCAs) vém ganhando destaque como biomarcadores precoces da
carcinogénese colorretal, primeiramente descritas em ratos tratados com
azoximetano, metabdlito da DMH. (Bird et al.,1987). Caracterizadas por apresentar
um lumen alargado cercado por epitélio hiperproliferativo o que Ihe confere aspecto
espessado quando corado pelo azul de metileno, as criptas aberrantes (CAs)
usualmente ndo sdo visualizadas na endoscopia convencional, sendo melhor
identificadas por magnificacédo de imagem e cromoscopia. (Bird et al., 1987; Ochiai et
al., 2014; Takayama et al., 2016; Muguruma et al., 2017). A Figura 2 mostra o aspecto
microscopico de FCAs encontradas no colon distal de rato apds utilizagao de corante
azul de metileno. Da mesma forma, observou-se que sua formacéao foi intensificada
também pela Dimetilhidrazina, e suprimida por agentes quimiopreventivos, como a
aspirina. Dessa forma, os FCAs tém sido utilizadas como marcadores para avaliagcao
de quimioprevengao no CCR. (Takayama et al., 2016).
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Figura 2 - Aspecto microscopico dos Focos de Criptas Aberrantes (FCAs)

Fonte: Adaptado de Kushida et al. (2009).

Entretanto, o comportamento bioldgico dos FCAs tem se mostrado incerto,
pois sua presenca nao implica necessariamente em transformagao maligna futura. Na
realidade, varios estudos tém aprofundado a descricdo morfologica dos FCAs
permitindo, baseado no formato de sua abertura, definir com acuracia significativa se
ha um comportamento hiperplasico ou displasico, o que auxiliaria na analise do
potencial de progressao para cancer. (McLellan et al.,1991; Mereto et al., 1994;
Pretlow et al., 2004). Ochiai et al., em 2014, demonstraram que FCAs com aberturas
estreitas e hipercoradas possuiram uma correlacdo de 94% com a analise
histopatoldgica posterior que evidenciou displasia. E nesse subgrupo de FCAs,
identificou-se mais frequentemente a inativacdo do gene APC e acumulo de BC,
mostrando o carater hiperproliferativo com maior tendéncia a malignidade. A
expressao da BC pode ser avaliada por imunohistoquimica.

Outros autores tém estudado a importancia das criptas aberrantes e de que
forma ela poderia predizer o risco de desenvolver pdlipos e posteriormente cancer
colorretal. (Takahashi et al., 2012; Moulahoum et al., 2017). Nesse contexto,
Takahashi et al. (2012) identificaram 366 FCAs em 89 pacientes submetidos a
colonoscopia com magnificagdo, demonstrando que o numero de criptas identificadas
no reto possui associagéo com a presencga de adenomas de maior tamanho, mas nao

necessariamente com maior taxa de detecgao de adenomas.
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Uchiyama et al. (2012) mostraram que o numero de criptas aberrantes
identificadas no reto inferior possui correlagcéo positiva com a taxa de recorréncia de
polipos adenomatosos. Além disso, os autores identificaram que a prevaléncia de
FCAs foi progressivamente maior entre individuos com adenomas colorretais e
carcinomas (88% vs. 95%). Os autores identificaram também que o uso de alcool e
tabaco aumentou a prevaléncia de FCAs bem como o risco de CCR, conforme descrito
por outros autores. (Mutch et al., 2009; Ezuka et al., 2014).

Por outro lado, Ohkubo et al. (2012) realizaram um estudo interessante
mostrando que a ocorréncia de FCAs nao é influenciada por fatores como consumo
de alcool e tabaco, fatores estes reconhecidos como associados ao CCR. Embora
alvo de algumas controvérsias, os FCAs vém se consolidando como biomarcador
precoce do CCR tanto em modelos animais como em humanos, mostrando sua
correlacdo com a ocorréncia de adenomas e carcinomas e demonstrando sua
utilizacdo como marcador biolégico em estudos de quimioprevengao contra o CCR.
(Patyar et al., 2017).

1.5 MODELOS ANIMAIS DE CARCINOGENESE COLORRETAL

Modelos experimentais sdo essenciais na construcdo do conhecimento e
no entendimento sobre mecanismos de doenca e estratégias terapéuticas. Na
carcinogénese colorretal, modelos experimentais vém sendo desenvolvidos desde a
década de 80 com intuito de entender os complexos mecanismos genéticos e
epigenéticos envolvidos, e que acarretam mudangas no comportamento biolégico dos
tumores colorretais. (Heyer et al., 1999; Hoffman,1999; Fodde et al., 2001). Além
disso, estes modelos possibilitam testar novas estratégias principalmente no campo
da quimioprevencao.

Os modelos animais tém como prerrogativa reproduzir com confiabilidade
as doencgas em serres humanos, para que os resultados uma vez obtidos, possam dar
maior precisdo nos estudos em humanos. Dessa forma, existem diferentes modelos
de carcinogénese colorretal que reproduzem diferentes cenarios, como por exemplo,
o cancer esporadico, tumores associados a doenca inflamatéria intestinal e sindromes
hereditarias, permitindo uma avaliagao bastante fidedigna sobre o comportamento
tumoral nessas situagdes. (Marian, 2004; Rosenberg et al., 2009).
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Modelos geneticamente modificados através da mutagdo germinativa no
gene Apc reproduzem os mecanismos envolvidos na sindrome genética chamada
Polipose Adenomatosa Familiar (PAF), onde os individuos desenvolvem centenas de
tumores no intestino grosso em idade bastante precoce. Outro modelo animal
geneticamente modificado, apresentando delecbes em genes que expressam
fosfolipase A2, Ciclooxigenase A2 e receptores de prostaglandinas EP2 e EP4,
resultou em atenuagao na formacao de tumores. (Gebert et al., 1986; Heyer et al.,
1999; Seno et al., 2002).

Por outro lado, os modelos induzidos por substancias carcinogénicas
podem reproduzir de forma bastante fidedigna o CCR esporadico. Embora as altas
doses de carcindgenos que sao administradas em modelos animais ndo possuam
correspondéncia absoluta com os fatores de risco para o CCR em humanos, este
modelo possui alta reprodutibilidade, possibilitando a avaliagdo de mecanismos
genéticos bem como a acdo de substancias capazes de frear a génese tumoral.
(Agner et al., 2005).

Além disso, a linhagem animal também tem mostrado influéncia em
modelos de carcinogénese colorretal, necessitando modificagdes na dose, regime de
administracao e tempo de laténcia variando entre 12 e 50 semanas. (Hata et al., 2004;
Suzuki et al., 2006; Rosenberg et al.,, 2009). Essa suscetibilidade genética
diferenciada vem sendo evidenciada por alguns autores. Suzuki et al. (2004)
estudaram 4 protocolos de administragdo de Azoximetano com Dextram Sulfato. Cem
por cento dos animais de linhagem BALB/c desenvolveram tumores, enquanto
somente 50% na linhagem C57BL/6N. Outro estudo, agora com a linhagem SWR/J,
comparou 4 doses de 1,2-DimetilHidrazina (6,8 mg/kg, 34 mg/kg, 68 mg/kg, 136
mg/kg) em protocolo de 20 semanas, demonstrando uma incidéncia crescente de
tumores de 26%, 76% e 87% nas 3 ultimas doses acima descritas, com predominio
de lesdes no célon distal.

Em nivel molecular, as alteragdes em modelos animais sdo muito similares
ao CCR em humanos. A via candnica de sinalizagao APC/BC representa o primeiro
de uma série de eventos moleculares no cancer e esta relacionada com regulacéo na
adesao e proliferagcéo celular. (Yamada et al., 2000; Hata et al., 2004). A expresséao
imunohistoquimica da betacatenina (BC) tem sido descrita em modelos animais.
Mutagdes ativas tem sido identificadas no gene k-ras e estéo relacionadas a estagios

precoces da carcinogénese, culminando em hiperproliferagao e transformacéo celular.
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(Jacoby et al., 1991; Valencia et al., 1991; Suzuki et al., 1995). O gene p53 constitui
checkpoint importante na regulag&o do ciclo celular, agindo como gene supressor de
tumor. (Takesue et al., 2001; Nambiar et al., 2002). Entretanto, mutagdes nesse gene
nao tem sido observadas em ratos. A proteina COX-2 catalisa a sintese de
mediadores inflamatérios (Prostaglandinas e Prostaciclinas) no ciclo do acido
aracdbnico. Seus niveis estdo aumentados em células tumorais, modulando
mecanismos proliferativos, anti-apoptéticos, de angiogénese e invasao tumoral e
podem ser identificados em modelos animais de carcinogénese. (Kohno et al., 2006;
Stolfi et al., 2008).

1.5.1 Papel da 1,2 - dimetilhidrazina na carcinogénese colorretal

Entre os carcindgenos, a 1,2 - DimetilHidrazina (DMH) e o Azoximetano
tém sido mais estudados. Classicamente, a primeira tem como seu metabdlito
imediato o segundo e ambos induzem CCR em ratos. (Laquear et al., 1964; Maskens,
1976). Para se tornarem ativos, necessitam de ativacdo por meio de N-oxidagdes e
hidroxilagdes para induzir danos no DNA. A cascata carcinogénica, no entanto, se
processa em protocolos de administracdo em dose Unica ou repetida periodicamente
em doses semanais. (Thumherr et al.,1973; Deschner et al., 1977). Essa cronologia é
importante para o foco de diferentes estudos. Por exemplo, tumores raramente se
desenvolvem em protocolos de 12-15 semanas, porém sdo comuns em estudos de
30 a 40 semanas. (Jackson et al., 1999; Bird et al., 2000; Bissahoyo et al., 2005). De
outra forma, quando se quer avaliar biomarcadores mais precoces como criptas
aberrantes e adenomas, os protocolos de menor tempo acima citados sdo geralmente
suficientes.

A DMH é um derivado da familia das hidrazinas caracterizado por baixa
densidade e solubilidade em agua (Figura 3). A Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer (IARC) define a DMH como um composto genotoxico e classifica-a na
categoria do Grupo 2A (carcindbgenos provaveis para humanos). (IARC, 1999). Ela
atua como alquilante na indugéo de carcinogénese colorretal em animais. (De Robertis
et al.,, 2011). Sua ativagcdo metabdlica ocorre no figado via CYP2E1, e seus
metabdlitos sdo transportados através do sangue e bile até o intestino grosso,
principal alvo de acao desse agente. (Haase et al.,1973; Deschner,1977). Os produtos

de metabolismo da DMH induzem a formacéo de adutos de grupos metil no DNA,
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mutagdes pontuais, separagcado aberrante de cromatides irmas e induz apoptose no

colon, aumentando a proliferacdo de colondcitos. (Tanaka, 2009).

Figura 3 - Estrutura quimica da 1,2 - DimetilHidrazina, agente
carcinégeno utilizado em modelos experimentais de carcinogénese
colorretal

H
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Fonte: Moura (2012).

As doses de DMH utilizadas variam entre protocolos, e vao de 10-40 mg/kg
de peso do animal/semana durante periodo de 5 a 20 semanas, no entanto, alguns
trabalhos utilizaram doses acima de 60-65 mg/kg de peso animal por semana.
(Jackson et al.,1999). Quando comparada ao seu metabdlito azoximetano, a DMH tem
mostrado maior custo-efetividade conforme Juca et al. (2014). Ele concluiu que seu
uso resultou em menor custo e maior incidéncia de displasia e neoplasia colorretal.
(Juca et al., 2014).

Em realidade, nas ultimas décadas a DMH tem demonstrado seu papel
como importante agente carcinbgeno em modelos experimentais de cancer colorretal
em virtude da similaridade com os CCRs esporadicos. A DMH é usada como agente
carcinogénico completo, pois induz as etapas de iniciagdo e promog¢ao em estudos de
carcinogénese de coélon e possui alta especificidade para o célon de varias espécies
de roedores. Seu uso é acessivel, possui custo baixo (cerca de 20 vezes menor que

0 azoximetano) e possibilita protocolos altamente reprodutivos (Juca et al., 2014).

1.6 QUIMIOPREVENCAO NO CANCER COLORRETAL - PRINCIPAIS ESTRATE-
GIAS FARMACOLOGICAS
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A utilizacdo de compostos sintéticos ou naturais capazes de retardar ou
impedir o desenvolvimento do cancer, através da inibicdo da etapa de iniciagdo da
carcinogénese ou da progressao da malignidade, € o marco conceitual da
quimioprevengao no cancer. (Wu et al., 2011).

No entanto, juntamente com os esforgos do rastreamento populacional,
fazem-se necessarias estratégias especificas de quimioprevencgéo afim de impedir ou
retardar a cascata tumorigénica em suas fases mais iniciais. Neste sentido, muitos
estudos demonstraram que lesdes pré-malignas podem ser revertidas ou impedidas
farmacologicamente. (Umar et al., 2012). Até o presente momento, varias substancias
tém sido apontadas como estratégias quimiopreventivas promissoras contra o CCR.
Estes incluem a aspirina (da classe dos Anti-inflamatérios nao esteréides-AINEs), as
estatinas, metformina e mais recentemente varias substancias anti-oxidantes como a
vitamina C, Vitamina D, Selénio, que tém demonstrado eficacia quimiopreventiva em
diferentes estudos epidemioldgicos, experimentais in vitro e in vivo e alguns ensaios
clinicos. (Baron et al., 2003; Chan et al., 2005).

Particularmente os AINEs tém recebido a maior atencdo como agentes
quimiopreventivos do CCR. A primeira evidéncia cientifica do papel preventivo da
aspirina veio de um grande estudo de caso-controle publicado em 1988 explorando a
relacdo entre varias medicagdes e CCR. (Kune et al., 1988). Subsequentemente,
varios estudos populacionais tém mostrado que eles podem reduzir a ocorréncia de
adenoma e cancer colorretal em média, cerca de 20-40%. (Baron et al., 2003; Chan
et al., 2005; Coyle et al., 2016). Dados referentes a dose adequada bem a como a
duracdo do uso dos AINEs - especialmente a aspirina - ainda nado estdo bem
estabelecidos. Varios ensaios clinicos avaliando doses diarias entre 80 e 325 mg
mostraram beneficio ndo dose-dependente mas duragao-dependente. (Chan et al.,
2005; Nishihara et al., 2013; Nan et al., 2015; Cao et al., 2016).

Outro grupo de compostos quimiopreventivos bastante investigados séo os
antioxidantes, que podem interagir seguramente com os radicais livres e impedir que
as moléculas vitais sejam danificadas. (Osmak et al., 1997). Varias substancias
antioxidantes tais como beta-caroteno, Vitamina A, Vitamina C, Vitamina E e Selénio
vém sendo estudadas em seu papel quimiopreventivo. Entretanto, apesar dos
resultados promissores vistos em estudos observacionais, os ensaios clinicos ndo tém

mostrando relagao causal entre uso de antioxidantes e incidéncia de CCR.
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Por outro lado, estudos tém relacionado os baixos niveis sanguineos de
nutrientes antioxidantes, tais como a vitamina C, com um maior risco de desenvolver
cancer. (Ames et al., 2001; Mikirova et al., 2013). Os mecanismos antioxidantes de
defesa podem ser divididos em duas categorias diferentes. Em primeiro lugar, as
enzimas com propriedades antioxidantes sintetizadas pelo corpo humano e o segundo
grupo, as substancias antioxidantes obtidas a partir da dieta, uma vez que elas n&o
podem ser produzidas por seres humanos, incluindo nesta lista os nutrientes e os

metabdlitos de plantas, tais como as vitaminas C e E.

1.6.1 Caracterizagao e descrigao do acido acetil salicilico como agente quimio-

preventivo

Os anti-inflamatérios néo-esterdides (AINEs) representam um grupo de
cerca de 20 medicamentos que possuem uma ampla aplicagdo clinica. Agem
habitualmente como analgésicos, anti-piréticos e como anti-agregantes plaquetarios,
acao esta consagrada na prevencdo de eventos cardiovasculares. O acido
acetilsalicilico (AAS) tem como mecanismo de acao principal a inibigao irreversivel da
ciclooxigenase (COX) por acetilacdo de residuos de serina no seu sitio ativo,
impedindo assim a formacédo de prostaglandinas pré-inflamatérias. Sua estrutura
quimica é mostrada na Figura 4. Os AINEs possuem como alvo inibicado da enzima
acima citada, que pode ser dividida em COX-1, normalmente presente em tecidos
como estbmago, plaquetas e vasos sanguineos, e COX-2 a qual apresenta-se nos
sitios de inflamacdo. (Manzano et al., 2012). O AAS também pode reduzir a
proliferacdo e induzir a apoptose de células cancerigenas (Ashktorab et al., 2005;
Basselin et al., 2011), além de atuar na prevencdo da trombose e doencas

cardiovasculares. (Patrono, 2015).
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Figura 4 - Estrutura quimica do Acido Acetilsalicilico
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Fonte: Disponivel em: <https://cornellbiochem.wikispaces.com>.

Estudos epidemiolégicos sobre prevengao cardiovascular com acido
acetilsalicilico demonstraram que seu uso crénico resultaria em regressao na
formagdo de adenomas e consequente redugédo do risco de CCR. (Rothwell et al.,
2012; Cook et al., 2013; Langley et al., 2011; Thorat; Cuzick, 2015). Varios estudos
tém demonstrado a associagao entre niveis elevados de COX-2 e a ocorréncia de
polipos e adenocarcinomas. (Bousserouel et al., 2010; Ruder et al., 2011; Mariani et
al., 2014; Coyle et al., 2016). Shehaan et al. (1999) observaram ndo somente esta
associacdo mas também uma relacido direta entre niveis de COX-2, estadiamento
tumoral e a sobrevida, conferindo aquela proteina valor prognostico. Por outro lado,
Brambilla et al. (2007) estudaram a expressdo da COX-2 nos diferentes estagios da
carcinogénese demonstrando um aumento crescente na expressao dessa proteina a
medida que o padréo histoldgico tornava-se mais desfavoravel (27% dos adenomas
tubulares, 40% dos adenomas vilosos e 70% nos carcinomas), porém sem
impacto prognadstico. Sinicrope et al. (1999) mostraram que a expressdo da COX-2
foi de 100% em individuos com PAF, caindo para 90% nos CCRs esporadicos e para
67% nos tumores nao polipdides hereditarios (HNPCC). Postula-se que a COX-2 inibe
a diferenciagao celular no epitélio intestinal e diminui a apoptose. (Brambilla et al.,
2007; Coyle et al., 2016).

Dessa forma, ha consideravel evidéncia mostrando que o AAS pode ter um
efeito anti-carcinogénico. A evidéncia dos efeitos anti-cancer do AAS surgiram a partir

de modelos in vitro e in vivo, principalmente em relacdo ao CCR. (Langley et al., 2011).
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As pesquisas sugerem que o AAS ¢ eficaz na prevengao primaria, onde seu uso diario
em longo prazo, em doses baixas, reduziu o risco de pdélipos adenomatosos em 30-
50%. (Cole et al., 2009; Burr et al., 2015). Também ha indicios de um possivel papel
como adjuvante no tratamento do cancer, prevenindo a recorréncia e aumentando a
sobrevida dos pacientes, além de diminuir a probabilidade de metastases apos a
terapia potencialmente curativa. (Langley et al., 2011; Bastiaannet et al., 2012;
Rothwell et al., 2012).

Irrefutavelmente, varios trabalhos sugerem um efeito quimiopreventivo do
AAS contra alguns tipos de canceres. (Ruder et al., 2011; Rothwell et al., 2012;
Bastiaannet et al., 2012). No entanto, as 4 questdes mais relevantes no estudo da
quimioprevengao com AAS no CCR - e ainda carecendo de comprovacéao inequivoca
- sao: Eles sao realmente eficazes quanto a desfechos como mortalidade? Se sim, os
diferentes subgrupos de CCRs podem ser diferentemente afetados pelo uso de AAS?
Qual a dose 6tima? E por quanto tempo o AAS deve ser ingerido para ser considerado

um quimiopreventivo adequado? (Chia et al., 2012; Rigas et al., 2015).

1.6.2 Caracterizagao e descrigao da vitamina D3 como agente quimiopreven-

tivo

O termo vitamina D refere-se a uma familia de compostos quimicos
derivados do colesterol. Existem 2 formas principais da vitamina D: Vitamina D2
encontrada em plantas e mais conhecida como ergocalciferol; e a Vitamina D3
encontrada comumente em tecidos animais e descrita como Colecalciferol. Ambos
compostos sdo precursores inativos que sao inicialmente convertidos a calcidiol (25-
Hidroxivitamina D) no figado e este, posteriormente, sofre hidroxilagdo nos rins. Obtida
da dieta ou principalmente sintetizada na pele sob a acdo de raios solares UVB e
submetida aos passos acima descritos, a 1,25 dihidroxivitamina D3 (1,25(0OH)2D3) ou
calcitriol, torna-se um metabdlito ativo capaz de exercer varias funcbes regulatérias
no organismo. Adicionalmente a seu classico papel de reabsor¢édo de calcio no
intestino e na homeostase 6ssea, a vitamina D parece inibir a proliferagdo, migragao
e promover diferenciagao celular. (Pendas-Franco et al., 2008; Refaat et al., 2015). As
funcdes, fontes, metabolismo e propriedades anti-tumorais da Vitamina D séao
mostradas na Figura 5.
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Figura 5 - Esquema geral demonstrando as fontes, metabolismo e propriedades
anti-tumorais da Vitamina D
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Fonte: Oliveira et al. (2013). Doenga de Crohn: Novas Perspectivas.

Em nivel molecular, sabe-se que a 1,25 (OH) 2D3 age como regulador da
expressao génica via ligagdo com o receptor da vitamina D (RVD) presente no nucleo
das células, em especial nos colondcitos. (Lampretch et al., 2003; Milczakerk et al.,
2013). O RVD sofre um processo de heterodimerizagdo ao ligar-se ao receptor
retindide X, a partir dai contro-lando a transcricdo de varios genes. Dessa forma,
observa-se que tanto os niveis de vitamina D como de RVD s&o importantes na
manutengdo da homeostase organica, na elaboragédo da resposta imune-inflamatoria
e na prevengao do cancer. Inumeras vias de sinalizagao tém sido influenciadas pela
agao conjunta da vitamina D/RVD, como por exemplo receptores Toll-Like, NF-kB,
JNK/SAPK, JAK-STAT e Wnt/B-Catenina. (Lu et al., 2013).

Estudos tém mostrado relacao direta entre a vitamina D e a via WnT/beta-
catenina ja descrita anteriormente, e que se da por 3 mecanismos ja bem definidos.

(Refaat et al., 2015). Primeiramente, a vitamina D induz a interacdo entre o RVD no
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nucleo e a via WnT/beta-catenina evitando sua translocacdo nuclear, levando a
inibicdo do fator de transcrigdo 4 e dos genes estimulados por esse fator, gerando
assim um efeito downstream. Segundo, a 1,25 (OH) 2D3 induz a expresséo da E-
caderina, levando a exportagdo da beta-catenina acumulada e realocacdo para
promover a adeséo intercelular. Terceiro, a 1,25 (OH) 2D3 induz a expressao do fator
Dickkopf (DK-1), um inibidor extracelular da via de sinalizacdo WnT, resultando na
inibicdo de varios genes como c-myc, TCF1, LEF1, Axin2, CD44, ENC1 e EPHB2 em
células colbénicas. (Kwon et al., 2011; Larriba et al., 2011). Estes mecanismos de
antagonismo da via WNT sao dependentes da expressao do receptor RVD, conforme
descrito por Shah et al. (2006).

A expressao do RVD é fundamental para a agcao anti-carcinogénica da
vitamina D. Por exemplo, sua expressao € mais exuberante em estagios mais
precoces da tumorigénese, diminuindo significativamente em estagios mais
avangados dos tumores colorretais. Dessa forma, além da heterogeneidade genética
atribuida ao CCR, a variabilidade na expressdo do RVD possui papel decisivo nos
efeitos anti-tumorais da vitamina D. De outra forma, estudos tem mostrado que a
concentracado desse receptor pode modular a via candnica da Wnt/Beta-catenina de
forma inversa, ou seja, maiores concentragées de RVD diminuem a capacidade
proliferativa desencadeada pela via acima descrita, € o contrario também é&
verdadeiro. (Larriba et al., 2011).

Postula-se que o estilo de vida moderno, tais como volume de roupa
utilizada diariamente, tempo passado em ambientes fechados e uso de protetores
solares vem contribuindo para uma reduc¢ao quase endémica nos niveis de vitamina
D. (Weinstein et al.,, 2011). Estudos observacionais tém sugerido uma associagao
entre baixos niveis séricos de 1,25 (OH)2D3 e um risco aumentado de quase todos os
tipos de neoplasia, em especial o CCR. (Chan et al.,, 2005; Otani et al., 2007;
Weinstein et al., 2011). Uma meta-analise de nove estudos caso-controle mostrou que
a cada 4 ng/mL de aumento nos niveis de 250H2D3 houve uma redugao de 6% no
risco de CCR. (Teixeira et al., 2014). No entanto, estudos de intervencéo utilizando
suplementagdo com 1,25 (OH) 2D3 mostraram-se discordantes. Uma meta-analise
revelou que niveis maiores do que 33 ng/mL teriam maior carater protetor quando
comparados com niveis em torno de 12 ng/mL. (Bostick et al., 2015). O maior ensaio
clinico sobre essa intervencao foi o Women's Health Initiative, reunindo 36.282

mulheres em pds-menopausa recebendo diariamente 400Ul de vitamina D. Em sua
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fase inicial, houve reforgo na relagédo inversa entre vitamina D e risco de CCR, risco

este que n&o se manteve em follow-up mais longo, de 7 anos. (Cook et al., 2013).

1.7 JUSTIFICATIVA

Considerando os efeitos quimiopreventivos, ja bem documentados, do
Acido Acetilsalicilico, e mais recentemente demontrando-se que a suplementacéo de
vitamina D minimiza a ocorréncia de criptas aberrantes, adenomas e carcinomas
colorretais, este estudo experimental tem por objetivo avaliar os efeitos
quimiopreventivos desses compostos, de forma sinérgica e isolada em modelo animal
de CCR induzido pela DMH, visando contribuir com as estratégias de

quimioprevencao do CCR.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos quimiopreventivos da Vitamina D3 e do Acido Acetilsali-
cilico, combinados ou isolados, através de parametros genotoxicos, bioquimicos e
microscopicos utilizando-se modelo animal de cancer colorretal induzido por 1,2-

DimetilHidrazina

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar os efeitos da Vitamina D e do Acido Acetilsalicilico sobre
mecanismos de estresse oxidativo - através da determinacio intracelular de
espécies reativas de oxigénio, marcadores de estresse oxidativo e sistema
antioxidante - no célon de camundongos submetidos ao modelo de cancer colorre-
tal;

v/ Avaliar os niveis de dano no DNA - através do ensaio cometa alcalino e
enzimatico - em células do sangue e figado de camundongos submetidos ao
modelo animal de carcinogénese colorretal, e aos respectivos tratamentos com
Vitamina D e Acido Acetilsalicilico combinados ou isolados;

v Avaliar os efeitos quimiopreventivos da vitamina D e o acido
acetilsalicilico sobre a formacgao de criptas aberrantes - identificadas a microscopia
- no colon de camundongos submetidos ao modelo animal de carcinogénese
colorretal;

v Avaliar a correlagdo entre dano ao DNA e a ocorréncia de criptas
aberrantes em camundongos submetidos ao modelo animal de carcinogénese

colorretal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Foram utilizados no total 80 camundongos BALB-c adultos (60 dias),
machos e fémeas. Os animais foram obtidos do biotério da Universidade do Extremo
Sul Catarinense (UNESC) e alojados em caixas de polietileno, com comida e agua ad
libitum e mantidos em um ciclo de 12 horas luz-escuro (a luz € ligada as 7h da manha),
com temperatura controlada de 22+1°C. Este projeto foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais da UNESC, com numero de protocolo 034/2016-2, e os
experimentos foram conduzidos de acordo com os principios éticos do Colégio

Brasileiro de Experimentagcdo Animal - COBEA.
3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Neste experimento foram utilizados 80 animais randomicamente alocados
em 8 grupos com 10 animais cada, divididos igualmente entre machos e fémeas.
Seguem as descrigdes dos grupos: Grupo 1: os animais receberam agua durante todo
0 experimento e na 42 e 5 semana foram administradas duas injegbes subcutaneas
(SC) de EDTA (controle negativo); Grupo 2: os animais receberam agua durante todo
0 experimento e na 42 e na 52 semana foram administradas duas inje¢gdes SC de DMH
(controle positivo); Grupo 3: os animais receberam 1,25 dihidroxivitamina D3 por
gavagem na dose semanal de 1500Ul durante todo experimento e na 4% e na 52
semana foram administradas duas inje¢des SC de EDTA; Grupo 4: os animais
receberam AAS (6 mg/kg) diluido na agua durante todo o experimento e na 4% e na 52
semana foram administradas duas inje¢des SC de EDTA; Grupo 5: os animais
receberam 1,25dihidroxivitamina D3 por gavagem na dose semanal de 1500 Ul, e
AAS diluido na agua durante todo o experimento, € na 4 e na 5% semana foram
administradas duas inje¢cdes SC de EDTA; Grupo 6: os animais receberam 1,25
dihidroxivitamina D3 por gavagem na dose semanal de 1500 Ul durante todo o
experimento e na 42 e na 5% semana sera administradas 2 inje¢gdes SC de DMH; Grupo
7: 0s animais receberam AAS diluido na agua durante todo o experimento e na 4% e
na 5% semana sera administradas 2 inje¢des SC de DMH; Grupo 8: os animais
receberam 1,25 dihidroxivitamina D3 por gavagem na dose semanal de 1500 Ul e o
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AAS diluido na agua durante todo o experimento e na 42 e na 5% semana foram

administradas 2 inje¢des SC de DMH.

Figura 6 - Desenho experimental
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Fonte: Dados do autor (2017).

3.3 PREPARO DAS SOLUCOES

A vitamina D (1,25 (OH) 2D3, Vida Nature/Criciuma, Brazil) em sua forma
ativa foi disponibilizada uma vez por semana via gavagem na dose de 1500 Ul. (Murillo
etal., 2007). O acido acetilsalicilico (Sigma Aldrich, Brazil) foi diluido em agua potavel,
e a dose estimada por camundongo foi de 6 mg/kg por dia baseada num consumo
médio de 10 mL de liquido por dia. (Bousserouel et al., 2010).

Os camundongos tratados tiveram livre acesso a agua ou a agua com o
composto diluido, conforme o desenho experimental abaixo. As solucbes foram
trocadas por solugdes frescas trés vezes por semana e o volume de agua ou da agua
com o AAS foi quantificado e dividido pelo nimero de animais por caixa em cada troca.
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3.4 INDUCAO DA CARCINOGENESE COLORRETAL COM 1,2 - DIMETILHIDRA-
ZINA (DMH)

Para induzir a carcinogénese colorretal, todos os animais, com excegao do
grupo controle negativo (grupo 1) e dos grupos tratados somente com os compostos
(Vitamina D e AAS), receberam 2 inje¢cdes de 40 mg/kg via subcutanea (SC) de 1,2-
Dimetilhidrazina (DMH) (Sigma Aldrich, Brazil), duas vezes por semana durante duas
semanas consecutivas, totalizando 160 mg/kg. (Rodrigues et al., 2002). A
concentracdo de DMH utilizada neste estudo foi de 40 mg/kg/dose dissolvida em
EDTA (37 mg/100 mL de agua destilada) com volume de administracao de 0,5 mL/10
g de peso corporal. (Waly et al., 2014; Rouhollahi et al., 2015).

3.5 EUTANASIA E DESCARTE DOS ANIMAIS

No final da 122 semana foi realizada coleta de sangue por via retro-orbitaria
em todos os animais. Apds a coleta os animais foram submetidos a eutanasia por
decapitagdo com guilhotina. Os animais foram submetidos a laparotomia mediana
com a dissecgao e retirada do segmento descendente do cdlon e o reto até acima da
margem anal. No mesmo momento, foi removido também pequeno fragmento de
tecido hepatico referente ao lobo esquerdo. A figura 7 disposta abaixo mostra a etapa
de irrigagdo com solugao salina do segmento intestinal para remoc¢ao de debris. As
amostras foram processadas, aliquotadas e armazenadas para posterior analise

microscopica, histoldgica e bioquimica.
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Figura 7 - Irrigacdo do segmento colorretal a ser examinado
utilizando-se solugao salina
N\ T

Fonte: Dados do autor (2017).

Ao término do experimento, os animais foram descartados em saco branco
leitoso com identificacdo de infectante e armazenados em freezer. Posteriormente os
residuos foram tratados fisicamente e encaminhados para disposicao final em aterro
sanitario. Todos os procedimentos sao conforme RDC n° 306/2004 da ANVISA

(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria).

3.6 ENSAIO COMETA

Para realizagdo do ensaio cometa foram utilizados os seguintes tecidos
bioldgicos: sangue e figado. O ensaio cometa foi realizado como descrito por Singh et
al. (1988) e Tice et al. (2000). As amostras de sangue (aliquotas de 10uL) foram
coletadas e colocadas em microtubos heparinizados e as de figado foram dissecadas
e colocadas em microtubos com tampao merchant (0,14 M NaCl, 1,47 mM KH2PO4,
2,7 mM KCI, 8,1 mM NazHPO4, 10 mM Na2EDTA). As amostras de figado foram
individualmente homogeneizadas com o auxilio de uma seringa, a fim de obter uma
suspensao celular.

As células sanguineas (aliquotas de 10uL) e as suspensdes celulares do
figado (aliquotas de 70uL) foram embebidas em agarose de baixo ponto de fuséo
(“low melting”) e em seguida distribuidas em dois pogos (aliquotas de 70uL) em

laminas pré-revestidas com agarose de ponto de fusdo normal (1,5%, w/v) e cobertas
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com duas laminulas. Apés solidificagdo do material bioldgico, as laminulas foram
removidas e as laminas foram colocadas em solucéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM Tris, pH 10,0 - 10,5, com adi¢cdo na hora de Triton X - 100 e 10% de
DMSOQO) overnight, protegidas da luz. Passado esse tempo, foram incubadas em
tampéao alcalino (ph 12,6) durante 30 minutos para o desnovelamento do DNA. As
laminas foram submetidas a uma corrida de eletroforese, com o mesmo tampao,
durante 20 minutos a 30 volts e uma corrente de 300 miliamperes, posteriormente
foram neutralizadas com solugéo neutralizadora (Tris 0,4M em pH 7,5).

As laminas foram coradas com Syber Gold por 30 minutos e analisadas em
microscopio de fluorescéncia com ampliacdo de 400x. Foram analisados visualmente
100 nucledides, sendo classificadas em cinco classes, de acordo com o tamanho da
cauda, sendo a classificacdo para auséncia de cauda 0 até 4 para o comprimento
maximo (Collins et al 1997), conforme mostra a figura 9. Desta forma, tem-se o indice
de Danos (ID) para cada grupo variando de zero (100 X 0 = 0; 100 nucledides
observados completamente sem danos) a 400 (100 X 4 = 400; 100 nucledides
observados com dano maximo). Calcula-se a frequéncia de danos (FD em %) em cada
amostra com base no numero de nucledides com cauda versus o numero de
nucledides sem cauda.

Para avaliagdo do dano oxidativo, foi realizado o método alcalino (Singh et
al., 1988; Tice et al., 2000, ver descricao acima), com alguns ajustes. (Collins, 2014).
ApoOs o periodo que as laminas permaneceram na solugao de lise, foi adicionado em
cada uma delas 60 pL da enzima FPG e/ou tampao alcalino (NaOH 300 mM e EDTA
1mM, pH>13) e imediatamente foram incubadas na estufa a 37°C por 45 min. Em
seguida, as laminas foram submetidas a corrida de eletroforese seguindo os
procedimentos normais do ensaio cometa versao alcalina.

Foram utilizados controles negativos e positivos para cada corrida de
eletroforese a fim de assegurar a confiabilidade do procedimento. Todas as Iaminas

foram codificadas para analise as cegas.
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Figura 8 - Classificacdo de cometas em classes de danos ao DNA

Classes de danos

Sem Dano | I 11 [I IV

Fonte: Adaptado de Valente et al. (2017).

3.7 ANALISE DE CRIPTAS ABERRANTES

ApOs a eutanasia dos animais foi realizada a técnica de avaliagao de focos
de criptas aberrantes (FCAs) descrita por Bird (1987): primeiramente foi realizada
laparotomia mediana nos animais, dissecando-se e removendo-se o0 segmento
descendente do colon e reto até logo acima da margem anal. O c6lon removido teve
uma de suas extremidades ocluidas por um pequeno segmento de barbante para
realizacédo do wash out (Irrigagdo e remogédo do conteudo fecal). Apds o segmento
coldnico foi incisado longitudinalmente deixando a mucosa colénica exposta a qual foi
gentilmente irrigada com solugéo salina (0,9% NacCl) a fim de remover residuos fecais
novamente. Posteriormente, seccionou-se o célon em trés segmentos (proximal,
médio e distal), sendo a porcdo médio distal fixada com alfinete em uma pequena
placa de isopor. Estes segmentos foram entdo submergidos em solugéo de formalina
a 10% por 24 horas. Apds a fixagao, cora-se com solugao aquosa de azul de metileno
a 1% por 5 minutos e colocando-os em laminas de microscopia com a face da mucosa
voltada para cima onde as mesmas foram analisadas sob microscopia 6ptica com
aumento de 100X. Foram analisados 15 campos sequenciais por célon/animal. Os
focos de criptas aberrantes foram caracterizados por seu tamanho aumentado,
aspecto mais escuro, abertura luminal variando desde circular até alongada ou
tortuosa, e pela camada de células epiteliais mais espessas em relagao as normais
circunvizinhas. (Bird, 1987; Fenaglio-Preiser e WNoffsinger, 1999). O material

permaneceu no formol por 24 horas e as analises foram feitas neste periodo. A
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microscopia foi realizada por 2 examinadores em momentos diferentes, avaliando os

segmentos coldnicos corados com azul de metileno de forma cega.

Figura 9 - Aspecto microscépico de foco de criptas aberrantes caracterizado pelo
espessamento dos limites, aspecto hipercorado e abertura luminal em fenda

Fonte: Corpet DE & Taché S, 2002, Nutrition & Cancer.
3.8 DETERMINACAO INTRACELULAR DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
(EROs) e OXIDO NIiTRICO (ON)

3.8.1 Anion Superéxido

A producao de superoxido foi determinado pela oxidacado da adrenalina em
tampao contendo SMP (particulas submitocondriais), succinato (Inibidor da cadeia de
transferéncia de elétrons) e catalase. Um controle negativo foi determinado com a

presencga da enzima Superoxido Dismutase - SOD. (Poderoso et al., 1996).

3.8.2 Diclorofluoresceina DCFHDA
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A producao de hidroperéxidos foi determinada pela formagao intracelular
de 2'.7'diclorofluoresceina (DCFHDA) a partir da oxidacdo do diacetato de
2’ 7’diclorodihidrofluoresceina (DCFHDA) por ERO de acordo com o método descrito

anteriormente por Dong (2010), com algumas modificagdes.

3.8.3 Indicador da Formagao de Oxido Nitrico (NO)

A produgdo de NO foi avaliada espectrofotometricamente através do
metabolito estavel nitrito. Para mensurar o conteudo de nitrito, as amostras foram
incubadas com reagente Griess (1 % sulfanilamida e 0,1 % de N1 (naphthyl)
ethylenodiamina) em temperatura ambiente por 10 minutos e a absorbancia foi medida
a 540 nm. O conteudo de nitritos foi calculado com base numa curva padrao de 0 a
100 nM realizada com o metabdlito nitrito de sodio (NaNO2). Os resultados foram

calculados em pmol Nitrito/mg proteina. (Chaea et al., 2007).

3.9 MARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS

3.9.1 Carbonilagao de Proteinas

A oxidacao de proteinas foi determinada mediante a quantificacdo de
proteinas carboniladas através da reacdo de grupos carbonilas com a
dinitrofenilhidrazina. Essa reagéo gera a formagao de hidrazonas correspondentes. O
conteudo de carbonilas foi determinado espectrofotometricamente a 370nm como
previamente descrito por Levine e colaboradores (1990). Os resultados foram
calculados como nmol/mg de proteina empregando o coeficiente de extingdo molar de
dinitrofenilhidrazonas de 22.000 M1. cm1.

3.9.2 Conteudo de sulfidrila

Para determinar grupamentos tidis totais na amostra foi utilizado o reagente
de cor (DTNB), que reduziu os grupos tidis gerados, formando um derivado amarelo
(TNB), que foi mensurado espectrofotometricamente em um aparelho spectramax a
412nm, conforme descrito por Grotto et al. (2007).
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3.10 DEFESAS ANTIOXIDANTES

3.10.1 Atividade de Superéxido Dismutase (SOD)

Foi medida pela inibigdo da oxidacdo da adrenalina adaptado de Bannister
e Calabrese (1987). Os volumes de 5, 10 e 15uL foram retiradas da mesma, a qual 5
mL de catalase (0,0024 mg/mL de agua destilada), tampao de glicina 175185mL
(0,75g em 200 mL de agua destilada a 32°C, pH 10,2), 5uL adrenalina (60mM em
agua destilada +15mL/mL de HCI fumegante) foram adicionados. As leituras foram
realizadas por 180s em intervalos de 10s e medido em leitor de ELISA a 480nm. Os
valores foram expressos em unidade de SOD por miligrama de proteina (U/MG de

proteina).

3.10.2 Atividade da Glutationa Peroxidase (GPX)

A determinacdo da atividade da GPX foi realizada a partir da taxa de
decaimento do NADPH. A determinacéo foi realizada em espectrofotdmetro a 340 nm,
conforme Flohé e Gunzler (1984). Os resultados foram calculados como U/mg de
proteina, sendo que 1U corresponde a 1umol de peroxido transformado em agua por

minuto.

3.10.3 Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada pela taxa de decaimento do perdxido

de hidrogénio lido em espectofotdmetro a 240 nm, segundo Aebi (1984).

3.10.4 Glutationa Reduzida (GSH)

Os niveis de GSH foram determinados como descrito por Moron et al.
(1979), com algumas adaptagdes. GSH foi mensurado em homogeneizado de tecido
muscular total apds precipitacdo de proteina com 1 mL proteina de acido
tricloroacético 10%. Em parte da amostra foi adicionado um tampéao de fosfato 800
mM, pH 7,4 e 500 um DTNB. O desenvolvimento de cor resultante a partir da reagao

entre o DTNB e tidis atingiu um maximo em 5 minutos e manteve-se estavel durante
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mais de 30 min. A absorbancia foi lida a 412nm depois de 10 min. Uma curva padrao

de glutationa reduzida foi usado para calcular os niveis de GSH nas amostras.
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4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em média + desvio padrao. A normalidade das
variaveis foi avaliada pelo teste Bartlett. A analise estatistica foi feita através do teste
ANOVA de 2 vias, seguido pelo teste post hoc de Bonferroni. As analises de
comparagao entre fémeas e machos foram realizadas pelo teste t—student. Uma
diferenca de p < 0,05 foi considerada estatisticamente significante. O pacote

estatistico utilizado foi Graph Pad Prism verséao 6.0.
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5 RESULTADOS

5.1 INGESTAO DE LiQUIDOS

Durante o periodo do experimento (12 semanas), o volume de liquido
ingerido pelos animais foi aferido trés vezes na semana, quantificado e dividido pelo
numero de animais em cada gaiola. A tabela 1 mostra a ingestdo média total de

liquidos por animal entre fémeas e machos do mesmo grupo e a média total por grupo.

Tabela 1 - Ingestdo média total de liquidos por animal entre fémeas e machos
do mesmo grupo e a média total por grupo

Grupos Ingestao liquida/dia ( mL) Total

Agua / EDTA Fémeas 12,64 £ 6,52 12,85+ 6,18
Machos 13,07 + 6,43

Agua / DMH Fémeas 7,26 + 2,47 6,78 £ 1,97*
Machos 6,30 + 2,46

Vitamina D / EDTA Fémeas 12,63 £ 6,25 12,75 £ 5,03
Machos 12,88 + 5,06

AAS / EDTA Fémeas 8,93 £ 4,41 8,93 £ 3,92*
Machos 8,93 +4,79

Vitamina D e AAS / Fémeas 9,60 £ 5,20 9,12 £ 4,52

EDTA
Machos 8,65 + 5,59

Vitamina D / DMH Fémeas 6,87 + 3,38 7,16 £ 1,70*
Machos 7,46 + 2,59

AAS /| DMH Fémeas 8,46 + 4,00 7,99 £ 2,23*
Machos 7,52 £ 3,93

Vitamina D e AAS / Fémeas 9,38 + 3,48 8,76 +2,71**

DMH
Machos 8,13 +3,78

Dados expressos em média + desvio padrdo, Para a comparagéo entre fémeas e machos foi
utilizado o Teste t de Student e para a comparacgéao entre os grupos foi utilizado o ANOVA de uma
via, seguido pelo post hoc de Tukey. AAS (acido acetilsalicilico), EDTA (sal dissédico) e DMH (1,2-
dimetilhidrazina).* Diferenca significativa em relagdo ao grupo Agua + EDTA com p<0,01.**
Diferenca significativa em relagéo ao grupo Agua + EDTA com p<0,001.

Fonte: Dados do autor (2017).
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Os resultados acima expressos demonstram que ndo houve diferenga na
ingesta hidrica entre os sexos, entretanto houve redugéo na média total de ingestéo
de liquidos em quase todos os grupos quando comparados ao grupo agua/EDTA (p <

0,001; Tukey), com excegao do grupo Vitamina D/EDTA.

5.2 AVALIACAO DE GENOTOXICIDADE E ANTI-GENOTOXICIDADE

A avaliagao do perfil genotoxico da DMH e os efeitos antigenotoxicos das
trés intervengdes (VitD, AAS e VitD+AAS) foi realizada segundo sistematizacéo
exposta no item 4.5 e avaliados separadamente, analisando-se o indice de Dano (ID)
e Frequéncia de Dano (FD) no sangue e figado, através do ensaio cometa, conforme
tabela 4. Inicialmente, foi avaliado o ID e FD entre fémeas e machos do mesmo grupo
e pode-se observar que nao houve diferenga significativa entre os sexos em nenhum
dos parametros avaliados (Teste t de Student) (Tabela 2). Dessa forma, todas as

comparacgdes entre os grupos se darao com o total de animais (fémeas e machos).
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Tabela 2 - Analise de ID e FD no DNA de células hematopoiéticas e hepaticas, de

camundongos machos e fémeas considerando as diferentes intervengoes

Sangue Figado
Grupos Andlise Fémeas Machos Total Fémeas Machos Total
17,50 = 14,25 + 51,75 + 55,75 + 53,75 +
; ID 18,72 11,00£5,03 13,16 51,75 18,39 13,25
Agua +
EDTA 750+
FD 8 10‘ 3,75+£2,63 562+593 1925+1,50 18,00+4,08 18,63+2,92
D 89,00 + 76,00 £ 82,50 183,6 £ 170,4 177,0 £
] 45,81 30,24 36,60 31,13 29,30 29,33
Agua +
DMH 23,50 = 64,20 58,40 + 61,30 £
FD 8‘,50 22,25+5,18 22,88 +6,56 1(3,18 1(’),99 1(’),45
D 28,0 £ 30,33 + 28,80 + 34,60 + 49,60 + 52,63 +
—_ 039,60 24,01 25,96 22,33 28,61 14,14
Vitamina D
+ EDTA
8,00 £ 13,80 £ 16,40 18,88
FD 9.90 8,00+7,555 8,00+7,28 8,786 9,182 3,643
9,33 54,17 67,00 £ 60,58
ID ’ 7,16 £8,68 8,25+11,19 ; ’ :
AAS + 14,05 16,02 14,31 15,96
EDTA 300+
FD 4 19‘ 500+£4,73 4,00+4,39 2233+7,47 2550+546 23,92+6,46
12,80 15,40 £ 35,40 £ 35,00 £
VitamnaD D 9,23 1954 ~ 11,00£826 4980£939 "5y 15,52
e AAS +
EDTA FD 4,60 & 480+576 6,00£4,90 17,00+2,55 12,20 +4,44 1513 ¢
1,71 4,581
57,00 + 43,00 £ 59,00 + 51,00 +
o ID 12.78 34,00£9,90 11,00 8,26 13.59 13.11 15.03
Vitamina D
+ DMH
18,00 = 18,00
FD 4,69 11,00+3,36 14,43+5,74 1550+3,11 20,50 £ 2,52 3742
1,00 £ 57,20 £ 48,20 + 52,70 £
ID ’ 250+£500 1,75+ 3,61 ; ; ;
AAS + 2,00 13,01 31,16 23,00
DMH
0,20 + 17,20 £
FD 0.44 1,00+223 0,60+1,58 22,60+5,68 10,71 19,90 £ 8,57
13,67 48,43 £ 42,00 £ 54,40 + 42,38 +
Vitaminap ~ '© 1078 10172909 g5qe 14,90 12,78 13,75
e AAS +
DMH 417 + 18,88 +
FD 343 3,50+3,51 5,13+3,27 16,80+5,07 19,40+4,72 8,306

Os dados estédo expressos como média + desvio padrdo da média. CN (controle negativo), CP (controle
positivo), Vit D (vitamina D), AAS (acido acetilsalicilico), EDTA (sal dissédico) e DMH (1,2-
dimetilhidrazina), CA (criptas aberrantes) e FCA (focos de criptas aberrantes), ID ( indice de Dano) e
FD ( Frequéncia de dano).*diferenca significativa em relagdo ao grupo CN p<0,05 (ANOVA, Bonferroni).
Fonte: Dados do autor (2017).
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Quando avaliados o indice e a frequéncia de dano (ID e FD,
respectivamente) tanto em sangue como no figado, o grupo de animais expostos a
DMH (controle positivo) apresentou um aumento significativo de danos ao DNA
quando comparados ao grupo agua /EDTA (controle negativo) (p < 0,0001;
Bonferroni), confirmando o potencial genotéxico da DMH. (Respectivamene Figuras
10A e 10B).

Figura 10 - ID (A) e FD (B) no DNA de células de sangue de camundongos tratados
VitD e AAS, e submetidos ao modelo experimental de cancer colorretal com DMH
avaliados através do ensaio cometa alcalino

10A 10B
Sangue ID Sangue FD
150- ) _
EA Agua 50 BA Agua
E3 vitD E3 vitD
100- = QL (= Y
O VilD e AAS @O vitD e AAS

50+

Grupos

(*) Diferenga significativa em relagdo ao grupo ViTD&AAS + DMH p<0,05 (a) Diferenga significativa em
relagéo ao grupo Agua + DMH p<0,0001. (b) Diferenca significativa em relagéo ao grupo VitD + DMH
p<0,05. (c) Diferenca significativa em relagéo ao grupo Agua + DMH p<0,001. (d) Diferenca significativa
em relagao ao grupo AAS + DMH p<0,05. ANOVA de duas vias; Post Hoc de Bonferroni.

Fonte: Dados do autor (2017).

Por outro lado, comparando os animais dos grupos intervencéao (VitD; AAS
e AAS+VitD) que receberam EDTA com os mesmos grupos que receberam DMH
quanto ao ID e FD, ndo houve diferenga estatisticamente significativa (p > 0,05;
Bonferroni).

Entre os grupos de intervengao que receberam DMH, todos apresentaram
diferencga significativa em relagdo ao grupo agua/DMH revelando menor ID e FD ao
DNA nos animais que receberam os agentes quimiopreventivos (p < 0,001;
Bonferroni).

Ao comparar-se os grupos de intervencao (VitD, AAS, AAS+VitD / DMH)

entre si quanto ao ID e FD, houve diferenga estatistica entre VitD vs. AAS e VitD vs.
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VitD+AAS embora menos expressiva quando comparados aos animais do grupo
agua/DMH, demonstrando que o ID foi menor no grupo AAS e quando este foi
associado a VitD (p < 0,001; Bonferroni). Em outras palavras, o AAS parece ter efeito
anti-genotdxico mais efetivo quando comparado a VitD.

Para avaliacdo do ID e FD oxidativos no DNA de células do sangue, foi
utilizada a versado do ensaio cometa alcalino modificado com a enzima FPG. Da
mesma forma que no ensaio cometa alcalino, houve diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos agua/EDTA e agua/DMH (p < 0,001; Bonferroni). Entre
0s grupos que receberam EDTA ndo foi evidenciada diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos (p > 0,05; Bonferroni).

Entretanto, foi observado que os grupos VitD/DMH, AAS/DMH e o VitD e
AAS /DMH apresentaram uma reducao significativa tanto no ID como FD em relagéo
ao grupo Agua/DMH (p<0,01 para ID e p<0,05 para FD; Bonferroni).
(Respectivamente Figuras 11A e 11B).

Figura 11 - ID (A) e FD (B) oxidativos no DNA de células de sangue de
camundongos tratados VitD e AAS, e submetidos ao modelo experimental de cancer
colorretal com DMH avaliados através do ensaio cometa alcalino modificado com a
enzima FPG.

11A 11B
Sangue FPG ID Sangue FPG FD
150 407
B3 Agua B3 Agua
B3 VitD E3 vitD
1001 B AAS 0 £ AAS
O VvitD e AAS [0 VitD e AAS
e E 20
50_
104
o B

(a) Diferenga significativa em relagdo ao grupo Agua + DMH p<0,01. (b) Diferenga significativa em
relagéo ao grupo Agua + DMH p<0,05. (c) Diferenca significativa em relagdo ao grupo VitD + DMH
p<0,05. ANOVA de duas vias; Post Hoc de Bonferroni.

Fonte: Dados do autor (2017).

O ensaio cometa foi realizado também em amostras de tecido hepatico

apds a laparotomia mediana. A semelhanga dos indicadores acima descritos
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avaliados no sangue, o ID e FD ao DNA em células hepaticas foi significativamente
maior no grupo agua /DMH quando comparado ao agua/EDTA (p < 0,001; Bonferroni).

Entre os grupos que receberam EDTA, ndo houve diferenga significativa
quanto ao ID e FD no tecido hepatico (p > 0,05; Bonferroni). De outra forma, quando
0s grupos de interven¢do/DMH foram avaliados e comparados ao grupo agua/DMH,
houve diferenga estatisticamente significativa entre o controle positivo e os grupos

intervencao (p < 0,001; Bonferroni). (Respectivamente Figuras 12A e 12B).

Figura 12 - ID (A) e FD (B) oxidativos no DNA de células de sangue de camundongos
tratados com VitD e AAS, e submetidos ao modelo experimental de CCR com DMH
avaliados através do ensaio cometa alcalino modificado com a enzima FPG

12A 12B
Figado ID Figado FD
2501
[ Agua EA Agua
B3 VitD B3 VitD
=Y =
[ VitD e AAS [ VitD e AAS

Grupos

(?) Diferenca significativa em relagdo ao grupo Agua + DMH p<0.01. (®) Diferenga significativa em
relagéo ao grupo Agua + DMH p<0.05. Dados expressos em média + desvio padrdo (ANOVA de 2 vias,
post hoc de Bonferroni)

Fonte: Dados do autor (2017).

Em relacdo ao ID e FD oxidativos no DNA das células hepaticas, foi
observada diferenga estatisticamente significativa entre os grupos agua/EDTA e
agua/DMH (p < 0,01; Bonferroni). Entretanto, entre os grupos que receberam EDTA,
nao houve diferenca entre os grupos (p > 0,05; Bonferroni). Houve redugéo
significativa tanto do ID quanto FD oxidativo nos grupos AAS/DMH e AAS e VitD/DMH
quando comparados ao grupo Agua/DMH (p < 0,05; Bonferroni). (Respectivamente
Figuras 13A e 13B).
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Figura 13 - A e B - ID(A) e FD(B) oxidativos no DNA de células hepaticas de
camundongos tratados com VitD e AAS combinados e isolados, submetidos ao
modelo experimental de céncer colorretal com DMH avaliados através do ensaio
cometa alcalino modificado com enzima

13A 13B
Figado FPG ID Figado FPG FD
- EA Agua bid B3 Agua
80 B3 vitb B3 Vitb
£ AAS B AAS

60+ [ VitD e AAS

De

404

20

[ VitD e AAS

(a) Diferenga significativa em relagéo ao grupo Agua + DMH p<0,01. (b) Diferenga significativa em
relagdo ao grupo Agua + DMH p<0,05. Dados expressos em média + desvio padrdo (ANOVA de duas
vias, post hoc de Bonferroni).
Fonte: Dados do autor (2017).

5.3 AVALIACAO DE ESTRESSE OXIDATIVO

A avaliagcao do estresse oxidativo foi dividida na analise de marcadores de
estresse oxidativo e analise enzimatica do sistema antioxidante segundo
sistematizagao exposta no item 3.8, 3.9 e 3.10. Esta avaliagao foi realizada no tecido

coldnico e hepatico removidos de camundongos durante a laparotomia mediana.

5.3.1 Avaliagao do estresse oxidativo no célon

Entre os marcadores de estresse oxidativo conhecidos, o presente estudo
analisou a carbonilacido de proteinas e o conteudo de sulfidrilas. A oxidagao de
proteinas demonstrada pela quantificagdo de proteinas carboniladas foi
significativamentee maior no grupo agua/DMH quando comparado ao grupo
agua/EDTA (p < 0,01; Bonferroni), bem como na comparagao com os trés grupos de
intervencao(VitD, AAS e AAS+VitD p<0,001). (Figura 14A). Por outro lado, entre os
grupos que receberam EDTA nao houve diferenga significativa p > 0,05; Bonferroni).
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Em relagdo a detecgdo de tiois totais (Grupos Sulfidrilas) os resultados
foram diferentes, demonstrando apenas diferenca estatisticamente significativa entre
0s grupos agua /DMH e agua/EDTA (p < 0,01; Bonferroni). (Figura 14B). De outra
forma, entre os grupos que receberam EDTA n&o houve diferenca na deteccao de

tidis totais entre os grupos (p > 0,05; Bonferroni).

Figura 14 - 14A e 14B. Analise da carbonilagdo de proteinas e conteudo de
sulfidrilas em animais submetidos ao modelo experimental de cancer colorretal com
DMH precoces da carcinogénese colorretal (CAs & FCAs)
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Analise da carbonilagdo de proteinas e conteudo de sulfidrilas em animais submetidos ao modelo
experimental de cancer colorretal com DMH avaliados. # Diferencga significativa em relagdo ao grupo
Agua + EDTA p<0.01. ***Diferenca significativa em relagédo

Fonte: Dados do autor (2017).

A diclorofluoresceina (DCF) e o 6xido nitrico (NO) mostraram atividade
significativamente maior no grupo agua/DMH quando comparado a o grupo
agua/EDTA(p < 0,0001; Bonferroni). Entre os grupos que receberam EDTA ndo houve
diferencga estatisticamente significativa (p > 0,05: Bonferroni). Quando comparados
grupo agua/DMH e os grupos intervencdo/DMH houve diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,001; Bonferroni) (Figura 15A e 15B). Estes marcadores oxidativos
nao s6 demonstram que o modelo foi eficiente em gerar estresse oxidativo, como
também tiveram seus niveis intracelulares diminuidos nos grupos intervengcao

revelando o carater protetor do AAS e Vitamina D isolados e combinados.
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Figura 15 - A e B - Analise da atividade da diclorofluoresceina e 6xido nitrico em
animais submetidos ao modelo experimental de cancer colorretal com DMH
avaliados
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*** Diferenca significativa em relagdo ao grupo Agua + DMH p<0.001. # Diferenca significativa em
relagéo ao grupo Agua + DMH p<0.0001. Dados expressos em média + erro padrdo (ANOVA de 2 vias,
post hoc de Bonferroni).

Fonte: Dados do autor (2017).

A atividade do sistema antioxidante também foi avaliado através das
enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), e pelos niveis totais de
glutationa(GSH). Todos os sistemas antioxidantes demonstraram diferenca entre os
grupos agua/EDTA e agua/DMH( p< 0,001; Bonferroni), mostrando que o modelo
proposto pelo estudo foi capaz de gerar estresse oxidativo. A atividade da SOD
demonstrou diferenga entre o grupo agua/DMH e os grupos interven¢gdo/DMH, bem
como diferenga entre os grupos intervencdo/DMH e agua/DMH (p < 0,001;
Bonferroni). Por outro lado, ndo houve diferenca significativa entre os grupos que
redeberam EDTA (p > 0,05; Bonferroni).

De outra forma, a analise da CAT nao revelou diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo agua/DMH e agua/EDTA (p > 0,05; Bonferroni), porém os
grupos que receberam AAS/DMH e AAS+VitD/DMH foram diferentes em relacédo ao
controle agua/DMH (p < 0,001; Bonferroni).

A atividade da GSH, por sua vez, ndao demonstrou diferenga significativa
entre os grupos que receberam DMH (p > 0,05; Bonferroni), exceto pela diferenca
evidenciada entre os grupos agua/DMH e agua/EDTA (p < 0,001; Bonferroni).
(Respectivamente Figuras 16A, 16B e 16C).
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Figura 16 - A, B e C - Analise do sistema antioxidante através da atividade da SOD,
CAT e GSH, respectivamente, em animais submetidos ao modelo experimental de
cancer colorretal com DMH
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* Diferenca significativa em relagcédo ao grupo agua+ DMH p <0,05 **Diferenga significativa em relacao
ao grupo Agua+DMH p <0,01 ***Diferenga significativa em relagdo ao grupo Agua + DMH p<0.001. #
Diferenca em relacdo ao grupo agua/EDTA p < 0,001. Dados expressos em média + erro padrao
(ANOVA de duas vias, post hoc de Bonferroni).

Fonte: Dados do autor (2017).

5.4 AVALIACAO DE CRIPTAS ABERRANTES (CAs) E FOCOS DE CRIPTAS ABER-
RANTES (FCAs)

A presenca de criptas aberrantes foi avaliada seguindo a sistematizagao
descrita no item 4.6. Dessa forma, foram avaliados os numeros de criptas aberrantes
(CAs) e focos de criptas aberrantes (FCAs) no colon dos camundongos tratados com
vitamina D e AAS e submetidos ao modelo experimental de CCR com DMH.
Inicialmente, foram avaliados os numeros de CA e FCA entre fémeas e machos do
mesmo grupo e pode-se observar que nao houve diferenga significativa em relagao a
estes parametros avaliados (Teste t de Student). (Tabela 3). Logo, todas as

comparacgdes entre os grupos se darao com o total de animais (fémeas e machos).
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Tabela 3 - Anadlise comparativa do numero de criptas aberrantes (CAs) e focos de
criptas aberrantes (FCAs) encontrado no célon de camundongos machos e fémeas
tratados com Vitamina D, AAS, Vitamina D+ AAS nos diferentes grupos

Grupos N° de CA Total N° de FCA Total
Agua / EDTA Fémeas 0,25+ 0,50 0,50 + 0,57 0,12+0,25 0,37 £ 0,44
Machos 0,75+ 0,64 0,62 £ 0,47
Agua / DMH Fémeas 7,30 £ 4,89 8,80 + 4,80 3,30+ 1,75 4,00+1,73
Machos 10,30+ 4,72 4,70 £ 1,56
Vitamina D / Fémeas 0,60 + 0,65 0,60 + 0,74 0,60 + 0,65 0,60 +0,74
EDTA
Machos 0,60 + 0,89 0,60 + 0,89
AAS / EDTA Fémeas 0,50 + 1,00 0,41+ 0,87 0,25 + 0,41 0,20 + 0,39
Machos 0,33 + 0,81 0,16 £ 0,40
VitaminaD e Fémeas 0,40 £ 0,89 0,90 £ 0,97 0,40 £ 0,55 0,41 +£0,54
AAS /| EDTA
Machos 1,10+ 0,74 0,50 + 0,61
Vitamina D / Fémeas 3,00 + 1,41 2,38 + 1,41 1,50 + 0,70 1,31 + 0,65
DMH
Machos 1,75+ 1,26 1,12 + 0,63
AAS / DMH Fémeas 250+ 2,26 2,85+216 1,50 + 1,22 1,65 + 1,02
Machos 3,20+ 2,25 1,80 + 0,90
Vitamina D e Fémeas 2,33+ 1,63 2,79+ 1,86 1,83+ 1,40 1,71 +£1,27
AAS / DMH
Machos 3,256+2,12 1,58 + 1,24

Os dados estéo expressos como média + desvio padrdo da média. CN (controle negativo), CP (controle
positivo), Vit D (vitamina D), AAS (acido acetilsalicilico), EDTA (sal dissédico) e DMH (1,2-
dimetilhidrazina), CA (criptas aberrantes) e FCA (focos de criptas aberrantes).

Fonte: Dados do autor (2017).
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Os resultados do numero total de CA e FCA por grupo estdo apresentados
na tabela 3 abaixo. Dessa forma, pode-se observar aumento significativo do numero
médio CA e FCA no grupo que recebeu agua/DMH (Controle positivo) em comparagao
com o grupo agua/EDTA (Controle negativo) (p<0,0001; Bonferroni). Entre os animais
do grupo EDTA, ndo houve diferenga significativa na avaliagdo das CAs e FCAs (p >
0,05; Bonferroni).

Quando os FCAs foram analisados separadamente em 3 grupos (1 cripta;
2-3 criptas; 4-7 criptas), os resultados foram similares aos mostrados na analise
comparativa das CAs. Os animais do grupo agua/DMH apresentaram focos com maior
numero de criptas quando comparados ao grupo agua/EDTA, demonstrando que a
indugdo quimica desencadeou mais estados hiperproliferativos e maior tendéncia a
carcinogenecidade conforme estudos prévios. Por outro lado, as intervencdes
farmacoldégicas (VitD/DMH, AAS/DMH e VitD+AAS/DMH) mostraram reduzir o numero
meédio de FCAs quando comparados ao grupo agua/DMH (p < 0,0001; Bonferroni).
(Tabela 4).

Tabela 4 - Analise do numero de CAs e FCAs no cdlon distal de camundongos tratados
com Vitamina D, AAS e Vitamina D + AAS em ambos os grupo (EDTA e DMH)

N° de FCA com:

Grupos N° de CA N° de FCA 1 cripta 2-3 criptas 4-7 criptas
AQua’/EDTA  0,50+059™ 037+044™  025+037"  0,18+037" 0,00 + 0,00¢
Agua/DMH 10,44 +378 462+ 124 1,03 + 1,42 26840092  0314+0,37
VitD/EDTA 037058 037 +0,58 0,37 + 0,58 0,00£000 0,00 0,00
AAS/EDTA 0624102  031+045 0.18 0,25 0184037 0,00 0,00

VitDe AAST 1501075  0,12+0.23 018+ 0,53 0184037 006+ 0,17
EDTA

VitD/DMH  237+140™ 131+065"  068+045  068+045" 0,00 + 0,00*

AAS/DMH  343+199™ 187+095"  087+058"  1,06+0,86™ 0,00+ 0,00

vit DD‘KAﬁ'AS L o56+145™ 168+122"  125+106™  068+037" 0,06+017*

Os dados estéo expressos como média + desvio padrdo da média. CN (controle negativo), CP (controle
positivo), Vit D (vitamina D), AAS (acido acetilsalicilico), EDTA (sal dissédico) e DMH (1,2-
dimetilhidrazina), CA (criptas aberrantes) e FCA (focos de criptas aberrantes). *diferenca significativa
em relagdo ao grupo agua/EDTA p<0,05 *diferenca significativa em relagdo ao grupo agua/DMH
p<0,05,***Diferenga significativa em relagdo ao grupo CP p<0,0001(ANOVA de duas vias; Bonferroni).
Fonte: Dados do autor (2017).
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Dessa forma, os resultados do presente estudo demonstram que o modelo
experimental de carcinogénese colorretal induzido com DMH foi efetivo pois gerou
aumento de espécies reativas de oxigénio em ambiente intracelular, de marcadores
de dano oxidativo bem como aumento na atividade anti-oxidante, especialmente da
CAT nos grupos que receberam intervengédo quimiopreventiva. Como consequéncia
do estresse oxidativo proeminente, o indice de dano e a frequéncia de dano, tanto
alcalino como enzimatico, se mostrou elevado no grupo agua/DMH (Controle positivo),
e reduzido nos grupos de intervencdo demonstrando o carater protetor das
substancias estudadas. Estes dados estdo em consondncia com a expressao
fenotipica das criptas aberrantes, que foram mais numerosas no grupo agua/DMH e

minimizadas pela agao das intervengdes quimiopreventivas.

5.5 CORRELACAO ENTRE DANO AO DNA E CRIPTAS ABERRANTES

Buscando-se estabelecer analise comparativa entre mecanismo
genotoéxico e expressao fenotipica, o autor realizou correlagao entre dano ao DNA no
sangue, CAs e FCAs. Analisando-se, separadamente, indicadores de dano ao DNA
(ID & FD), indicadores de dano oxidativo e ocorréncia de criptas, observou-se
correlagao linear positiva entre ID, FD e CAs (Coef. de Pearson; p=0.0305, r = 0.2406)
Esta correlagao foi observada também entre os marcadores supracitados e FCAs
(Coef. de Pearson; p=0,0336, r = 0.2365). As figuras 17A, 17B, 18A e 18B mostram a
FCAs e indice e frequéncia de dano e a correlagdo entre CAs, (FD e ID,

respectivamente).
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Figura 17 - A e B - Correlagdo entre indicadores de genotoxicidade (FD) no sangue e
marcadores fenotipico precoce da carcinogénese colorretal (CAs & FCAs) / (r=0.2799
e r = 0.2686, respectivamente)
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Fonte: Dados do autor (2017).

Figura 18 - A e B - Correlacao entre indicadores de genotoxicidade (ID) no sangue e
marcadores precoces da carcinogénese colorretal (CAs e FCAs)
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Figura 19 - A, B, C e D - Correlagao entre indicadores de genotoxicidade(IDe/FDe)
no sangue e carcinogénese ( CAs & FCAs) / (r=0.3015er =0.3047)
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Fonte: Dados do autor (2017).

Quando essa correlacao foi testada entre CAs, FCAs e IDe e FDe

oxidativos ao DNA, os resultados foram mais expressivos demonstrando que mesmo

danos mais seletivos relacionados a oxidacdo da molécula de DNA foram

significativos e correlacionaram-se a formacéao de criptas aberrantes e seus focos. As
figuras 19A, 19B, 19C e 19D demonstra a correlagcéo entre CAs, FCAs, IDe e FDe.
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6 DISCUSSAO

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro tumor mais frequente no mundo. Seu
prognostico esta relacionado ao estagio no momento da detecgao, ou seja, quanto
mais precoce maiores as chances de cura. (Haggar et al., 2009). Apesar da evolugao
na qualidade assistencial, com melhorias no tratamento oncologico, o CCR
permanece um enorme problema de saude publica por conta das baixas taxas de
deteccdo precoce e de estratégias de prevencdo primaria ainda carecendo de
normatizacao definitiva. (American Cancer Society, 2014).

Nesse contexto, o uso de substancias quimicas em individuos saudaveis
com a intengao de bloquear, reverter ou retardar a progressao da carcinogénese vém
sendo estudado intensamente nas ultimas décadas. (Chan et al., 2005). Em relacéo
ao cancer colorretal, particularmente, varios medicamentos foram estudados
demonstrando um papel promissor em frear as etapas iniciais da transformagao
maligna. (Ezuka et al., 2015). Neste estudo buscou-se aprofundar os conhecimentos
a respeito dos efeitos quimiopreventivos de duas substancias especificamente (Acido
Acetilsalicilico e Vitamina D), utilizando para isso um modelo experimental de cancer
colorretal induzido por DMH.

A DMH historicamente vem sendo utilizada em modelos animais de
carcinogénese colorretal ha cerca de 20 anos, demonstrando sua eficacia e
reprodutibilidade. (Heyer et al., 1999). De custo significativamente menor quando
comparada ao seu metabdlito Azoximetano, a DMH pode ser utilizada em doses
diferentes e em protocolos de diferentes duragdes de acordo com o objetivo do estudo.
Os protocolos que estudam a ocorréncia de adenomas e carcinomas habitualmente
sdao mais longos, em torno de 30-40 semanas. (Jacobi et al., 1991; Jackson et al.,
1999). Contrariamente, nos estudos que utilizam azoximetano (AOM) na indugéo da
carcinogénese, o surgimento de FCAs, adenomas e carcinomas ocorre mais
precocemente. Takahashi et al. (2012) administraram AOM - em ratos da linhagem
F344 - na dose de 15 mg/kg/semana por via subcutdnea por duas semanas,
observando o aparecimentos de FCAs logo apds este periodo, protocolo esse
preconizado também por Bousserouel et al. (2009). Importante ressaltar que algumas
linhagens s&o mais sensiveis aos agentes carcindégenos, possuindo influéncia
decisiva no estudo da cascata carcinogénica. O estudo de Wan Li et al. (2016),

avaliando o efeito sinérgico da vitamina D e Metformina em modelo de carcinogénese
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colorretal, os animais foram induzidos com DMH administrada semanalmente durante
18 semanas. Os autores observaram lesdes pré-neoplasicas em diferentes estagios
evolutivos. No presente estudo, o protocolo foi constituido por 4 aplicagbes de DMH
por via subcutanea na 4*e 5 semanas, e teve duracado de 12 semanas, sendo um
dos objetivos estudar o surgimento de criptas aberrantes, que constituem o
biomarcador mais precoce na carcinogénese colorretal. Além disso, a escolha da
DMH como agente indutor de carcinogénese foi embasada na premissa de que ela
induz as caracteristicas fisiopatolégicas e bioquimicas que mais se assemelham ao
CCR esporadico, conforme ja demonstrado nos estudos de Thurnerr et al. (1973) e de
Deschner et al.(1977).

O presente estudo mostrou uma diminuigcdo significativa no consumo de
liqguidos em todos os grupos, exceto o grupo Agua / EDTA (controle negativo). Nos
animais expostos a DMH, principalmente no grupo Agua / DMH, que n&o recebeu
nenhum tratamento de intervencédo, essa diminuicdo pode ser atribuida a maior
sensibilidade que camundongo balb-c tém em relagdo a DMH, como demonstrado no
estudo de Suzuki et al. (2006). Em contrapartida, no estudo de Lima et al. (2005), com
ratos Wistar submetidos a inducéo quimica do CCR com a DMH, essa diminuigao nao
foi observada, porém os ratos Wistar sdo mais resistentes a indugdo quimica, sendo
mais indicados em modelos de inoculagao de células tumorais que sao utilizadas para
avaliar o potencial metastatico do CCR. (Lafreniere e Rosenberg, 1986; Casillas et al.,
1997). Nos grupos que receberam AAS, a diminuigdo do consumo pode ser
relacionada a palatabilidade do AAS, pois o0 mesmo foi diluido na agua e oferecido por
via oral.

Diversos estudos tém documentado que a agressao continua atribuida as
EROs promove inflamacao crénica, alterando assim a arquitetura do epitélio colénico,
0 que predispde a estados hiperproliferativos e instabilidade gendmica progressiva,
conforme ja postulado por Ribeiro et al. (2007). Com o advento da técnica da
eletroforese em gel de célula unica (ensaio do cometa) é possivel quantificar-se os
niveis de danos oxidativos ao DNA em uma célula isolada. O ensaio cometa permite
a medida dos niveis de estresse oxidativo em pequenos fragmentos de tecido,
possibilitando o estudo comparativo entre células normais e neoplasicas da mucosa
célica nos diversos estagios do desenvolvimento do CCR. Atém disso, essa técnica
pode ser utilizada na avaliagdo de genotoxicidade em estratégias quimiopreventivas
no CCR. (Pedro et al., 2016; Alves et al., 2017).
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O dano em DNA, utilizando-se o ensaio cometa, foi avaliado no presente
estudo - no sangue e figado- através de dois indicadores: indice de dano (ID) e
frequéncia de dano (FD). A semelhanca de seu efeito comprovadamente
carcinogénico, a DMH também provou ser poderoso agente genotoxico ao gerar maior
dano oxidativo a molécula de DNA, achado ja evidenciado por Bazo et al. (2002). Este
efeito foi bem documentado em nosso estudo, pelo aumento no indice e freqliéncia
de dano tanto no sangue como no tecido hepatico no grupo agua/DMH em
comparagao ao grupo agua/EDTA. Da mesma forma, Hobbs et al. (2015), avaliando
trés doses de DMH potencialmente genotéxicas através do ensaio cometa,
observaram aumento de dano em DNA de células hepaticas com as diferentes
dosagens.

O ensaio cometa com FPG, técnica que detecta dano oxidativo ao DNA,
também demonstrou semelhanga nos resultados, tanto em sangue como no tecido
hepatico. Entre os grupos que receberam agua/EDTA ndo houve diferenga
significativa, porém a mesma foi observada nos grupos DMH que receberam as 3
intervengdes em relacdo ao controle positivo (agua/DMH), reforcando a agao
antigenotoxica da vitamina D e AAS e de sua combinagdo. Esta redu¢cdo do dano
oxidativo promovida pela vitamina D e evidenciada no presente estudo pode ser
explicada através de sua acgdo sobre diferentes genes de reparagdo de dano a
molécula de DNA durante o ciclo celular, reduzindo assim estados hiperproliferativos
e anti-apoptéticos. (Refaat et al., 2015). De outra forma, a acao antigenotoxica do AAS
pode ser explicada por sua acgéo inibidora sobre a ciclooxigenase (COX), enzima que
catalisa a formagéao da prostaglandina E2 (PGEZ2) a partir do acido aracdénico, e que
ativaria cascatas de sinalizagao redox, induzindo maior estresse e dano oxidativo ao
DNA, conforme postulado por Tsioulias et al. (2015). Além disso, a acdo do AAS - ja
comprovada em estudos experimentais - tem propriedades anti-proliferativas e pro-
apoptoticas, o que poderia explicar a redugdao no status hiperproliferativo
caracteristico das criptas aberrantes. (Shpitz et al., 2003).

Evidéncias crescentes suportam a premissa de que EROs e ERNs
possuem papel progenitor na carcinogénese colorretal. A atividade tanto de
marcadores de estresse oxidativo como dos principais sistemas anti-oxidantes
enzimaticos foi avaliada no presente estudo. A oxidacao de proteinas demonstrada
pela carbonilacdo das mesmas ficou bem evidenciada na comparacgao entre os grupos

agua/EDTA versus agua/DMH. Este achado foi demonstrado também na avaliagao e
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deteccgdo de grupos sulfidrilas, evidenciando que a DMH isolada foi capaz de induzir
niveis maiores de oxidantes e danos oxidativos. Estes mecanismos podem explicar
alteragcbes moleculares tais como, inativacdo de enzimas de reparo do DNA
promovendo maior dano oxidativo a molécula. Além disso, o acumulo de proteinas
oxidadas, expressao dos produtos da carbonilagao protéica, ndo sdo degradadas pelo
proteossoma gerando seu acumulo e consequente disfungédo celular, conforme
descrito por Shringarpure et al. (2002). Por outro lado, as substancias
quimiopreventivas foram efetivas em frear a oxidagdo de proteinas, mas nao foram
efetivas em relagdo aos grupos sulfidrilas. Estes argumentos d&o substrato para o
entendimento das alteragcdess moleculares e fenotipicas do CCR.

A analise da diclorofluoresceina (DCF) e o 6xido nitrico (ON) também
mostraram atividade significativamente maior no grupo agua/DMH quando
comparados ao grupo agua/EDTA e aos grupos de intervengéo. Esse dado demonstra
que os niveis aumentados de DCF oxidada no grupo agua/DMH sugere indiretamente
a presenca de altos niveis de peroxido de hidrogénio (H202). (Padayatty et al., 2003).

Sabe-se que altas concentragdes desse radical tém papel importante na
funcdo celular, estimulando proliferacdo e mediando ativacdo da COX-2 e
metaloproteinases (MMPs), conforme descreve Pai et al. (2002). Esse mecanismo,
uma vez presente, em nosso estudo poderia explicar o estado hiperproliferativo
representado pelos FCAs.

No presente estudo, a atividade do ON se mostrou significativamente
aumentada no grupo agua/DMH em relagdo ao grupo agua/EDTA. Contudo, nos
grupos intervengcdo/DMH, a atividade do ON se mostrou significativamente diminuida
com as trés intervengdes, sugerindo que estas foram efetivas em minimizar o estresse
oxidativo por essa via. Sabe-se que o ON resulta da transcricao e translagao da via
iINOS. A atividade aumentada do ON pode estar associada com a expressado de
proteinas associadas a apoptose, tais como Bcl-2, Bax e Fas. (Xie et al., 2003). Além
disso, a excessiva producao de ON no estresse oxidativo poderia resultar em reducao
nas enzimas de reparo do DNA e inibir a apoptose através da nitrosilagao de caspases
(Rao, 2004), o que poderia corroborar os resultados do presente estudo.

O sistema anti-oxidante foi avaliado através da atividade da SOD, CAT e
GHS. A atividade da SOD se mostrou aumentada no grupo que agua/DMH em relagao
ao grupo agua/EDTA. Estes resultados sugerem a sobrecarga do sistema antioxidante

em virtude das altas concentracdes de anion superoxido, e alta conversao deste para
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peroxido de hidrogénio. Ao contrario, a CAT mostrou atividade significativamente
maior nos grupos que receberam AAS e AAS+VitD/DMH quando comparado ao grupo
agua/DMH. Este resultado explicaria a maior efetividade na remog¢ao e neutralizagao
de ERs durante o uso das substancias quimiopreventivas acima citadas. A atividade
da GSH foi significativamente menor no grupo agua/DMH em comparag¢ao ao grupo
agua/EDTA, porém sem diferenga em relagdo aos grupos de intervencdo/DMH. Esta
diferenga na atividade da GSH pode ser explicada pela presenca de peréxido de
hidrogénio em concentragdes elevadas, o qual estimula a captagao de cisteina e a
sintese de GSH conforme postulado por King et al. (2011).

Por sua vez, os microadenomas, que outrora eram considerados as lesdes
precursoras do CCR, abriram espagco nos ultimos anos para os FCAs como
marcadores precoces da cascata carcinogénica e parametro de avaliagdo em
estratégias quimiopreventivas. (Cheng et al., 2003; Agner et al., 2005; Waly et al.,
2014; Yang et al., 2016). Sendo assim, procuramos avaliar se o uso preventivo das
substancias acima citadas poderia reduzir a formacao de CAs e FCAs no colon médio-
distal de camundongos. Os resultados deste estudo demonstraram que o papel da
DMH como agente carcinogénico ficou bem estabelecido através do aumento
expressivo na formacéo de CAs e FCAs com este agente alquilante, a semelhanga do
que ja foi demonstrado por Agner et al. (2005) utilizando o mesmo esquema de
indugcdo com DMH de nosso estudo (80 mg/Kg/semana por 2 semanas em protocolo
de 15 semanas de duragao). Interessante observar que, provavelmente pelo tempo
de exposi¢cao a DMH (15 semanas) e pelo esquema de doses de DMH somente na
quarta e quinta semana, ndo houve formagdo de microadenomas e carcinomas a
analise macroscopica dos colons nos diferentes grupos analisados. Lokeshumar et al.
(2015) avaliaram os efeitos quimiopreventivos do Mirtenal em modelo experimental,
utilizando a DMH na dose de 20 mg/Kg/semana por 15 semanas. Estes autores
observaram formagao de tumores apds 15 semanas de indugéo quimica (Lokeshumar
et al., 2015), provavelmente atribuida a maior exposi¢cao ao agente carcinégeno.

Dessa forma, € importante salientar que existem diferentes protocolos de
carcinogénese colorretal com diferentes tempos de inducdo, o que é de suma
importancia para o que se quer avaliar(Formacao de criptas aberrantes, adenomas
elou carcinomas). (Thumherr et al., 1973; Deschner et al., 1977). Takahashi et al.
(1998) referem que a partir de 4-5 semanas de indugdo com DMH a analise da

superficie mucosa colénica ja revela FCAs. Por outro lado, Clap et al. (1998)
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postularam que inje¢gdes semanais de DMH (20 mg/Kg/Semana) em camundongos
Balb-c resultaram em alta incidéncia de tumores colénicos somente apos 40 semanas
de experimento. Aliado a isso, a formacgao de criptas aberrantes induzida pela DMH
pode ser explicada pela presenga de mutagdes no gene K-ras e na via da BC, via esta
que promove hiperproliferacdo do epitélio colénico, conforme postulado por Kobaek-
Larsen et al. (2000). Em suma, a DMH tem demonstrado que pode reproduzir de forma
confiavel - em carater experimental - o CCR esporadico, na medida em que
desencadeia a cascata de mutagbes genéticas com razoavel semelhanga aos
humanos.

Quando os grupos de intervencao (VitD, AAS e VitD+AAS/DMH) foram
analisados, a reducédo nas CAs e FCAs foi observada nos trés grupos respaldando o
carater preventivo dos mesmos. Na realidade, a hipotese de que os AINEs - em
especial a aspirina- poderiam prevenir o CCR, foi embasada em estudos que
identificaram niveis mais altos de PGE2 em tecidos neoclassicos em comparacéo ao
tecido normal. (Jaffe, 1974; Bennett et al., 1975; Sheehan et al., 1999). Takayama et
al. (2016) demonstraram em elegante estudo a reducdo dos FCAs com o uso
quimiopreventivo do Sulindac, AINE da mesma classe do AAS. Shpitz et al. (2003)
avaliando o efeito supressor do AAS em individuos com CCR, demonstraram que
houve uma reducao de 50% de FCAs nos individuos usando AAS em baixa dose. Os
resultados do presente estudo em relagdo ao AAS sao respaldados por Bousserouel
et al. (2009) que ao usarem a mesma dosagem que o presente estudo (6 mg/kg em
agua de beber), observaram reducao de 50% na formagédo de FCAs. Assim como no
estudo de Bousserouel et al. (2009), a reducao desse estado hiperproliferativo que se
inicia no fundo das criptas colénicas pode ser explicada pela acao inibitoria ndo s6
sobre a via COX-dependente mas também em vias COX-independentes como NF-kB
e WNT/BC que mediam inflamagao e hiperproliferacdo descontrolada. (Tinsley et al.,
2012; Tsioulias et al., 2015). Alguns estudos tém mostrado que a redugao dos FCAs
se da de forma mais pronunciada nos segmentos mais distais em comparagao ao
colon proximal. (Roy et al., 2001). Este fenbmeno poderia ser explicado por maiores
niveis de COX-2 no cdlon e reto distais, favorecendo a agdo do AAS nesta regido do
intestino. (Shiff et al., 1999). Em escala populacional, varios estudos tém relacionado
a suplementacao de AAS a menor incidéncia de CCR. Estudo de coorte publicado
recentemente demonstrou reduc¢ao de 31% na incidéncia de CCR com o uso de baixas

doses de aspirina (75 mg) ndo se observando efeitos gastrintestinais significativos
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(Cao et al., 2016). O tempo de quimioprofilaxia parece ter encontrado uma resposta
no estudo de Garcia Rodriguez et al. (2017) que mostrou beneficios em reduzir a
progressao da carcinogénese com uso de aspirina por mais de 5 anos.

Da mesma forma, em nosso estudo a suplementagdo com vitamina D se
mostrou efetiva em reduzir a formagao de FCAs, o que pode ser explicada de forma
ampla por suas propriedades na regulacao do ciclo celular, proliferagéao , diferenciagéo
e angiogénese, conforme descrito por Milczarek et al. (2013) e Yang et al. (2016).
Apesar da controvérsia que ainda ronda a dose ideal de suplementagao de vitamina
D no CCR, no presente estudo utilizamos a dose de 1500 Ul/semana, conforme
proposto por Refaat et al. (2015) que utilizou protocolo de 500 U/3 vezes na semana,
observando reducgao na formagao de adenomas/carcinomas bem como na expressao
da via WNT/BC. Da mesma forma, o efeito anticarcinogénico da vitamina D ficou bem
estabelecido no presente estudo, e provavelmente atribuido a inibicdo de vias de
hiperproliferacdo. Por outro lado, DeWitt et al. (2015) demonstraram que em
camundongos com via WnT/BC ativa resultante da inativagcdo de ambos alelos do
gene APC a suplementacao de vitamina D ativou a formagao de VDR mas nao inibiu
a via acima citada. Por outro lado, Wan Li et al. (2016) reforgaram o papel
quimiopreventivo da vitamina D, ao avaliar o efeito combinado com a metformina. Os
autores deste estudo demonstraram redugdo dos FCAS nos grupos intervencéo,
atribuindo essa reducéo a inibicao de vias proliferativas como mTOR e Beta Catenina

Em realidade, ha varios estudos populacionais na literatura procurando
definir o real impacto quimiopreventivo da vitamina D e o AAS na prevengao do CCR.
(Gandini et al.,, 2011; Pommergaard et al., 2016; Garcia Rodriguez et al., 2017).
Entretanto, poucos estudos vém avaliando o efeito sinérgico entre elas em modelos
experimentais de quimiopreveng¢ao no cancer colorretal. Ndo obstante, a avaliagao
isolada de cada substancia nos diferentes estudos tem permitido definir com precisao
os diferentes processos mecanisticos que envolvem a quimioprevencido. Nesse
sentido, a relagao inversa entre niveis de vitamina D e CCR vem sendo estabelecida
desde Garland e Garland (1980) que observaram niveis mais baixos de vitamina D
em regides com maior incidéncia de CCR. Essa correlagdo inversa foi bem
demonstrada em varios estudos epidemioldgicos posteriores. (lwasaki et al., 2007;
Weinstein et al., 2011). No entanto, O Japan Public Health Center-based Prospective
Study acompanhou 38.373 individuos durante 11 anos demonstrando uma

associacao inversa entre baixos niveis de vitamina D e cancer de reto, a mesma
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associagao nao sendo evidenciada em relagdo ao cancer de célon. (lwasaki et al.,
2007). Importante ressaltar que este estudo teve como uma de suas principais
limitagcbes o uso de questionarios sobre estilo de vida, alimentagédo e uso de
suplementagdes vitaminicas. Um questionamento que vem sendo objeto de varios
estudos refere-se a dose de suplementagao diaria de vitamina D. Varios estudos
apontam que a reposicao de 600-800 Ul/dia de vitamina D sao suficientes para manter
os niveis sérios acima de 33 ng/MI. (Wu et al., 2007; Ma et al., 2011). Nesse sentido,
Gorham et al. (2005) avaliando a relagao entre suplementagéo (>1000 Ul/dia) ou
niveis sericos maiores que 33 ng/mL e o risco de CCR, observaram que estes
individuos tiveram uma reducdo de 50% na incidéncia de CCR, resultados
reproduzidos por Plum et al. (2010) e Leyssens et al. (2013). Entretanto, essa
associagao inversa esta longe de ser inequivoca. O Beta-Carotene Cancer Prevention
(ATBC) Study evidenciou maior risco de CCR em homens finlandeses com maiores
niveis séricos de vitamina D. (Weinstein et al., 2011). Da mesma forma, o Women’s
Health Initiative Study, de longe o maior trial sobre efeitos da suplementagdo com
vitamina D no CCR, demonstrou que a suplementardo de vitamina D e calcio néo
diminuiram o risco de CCR em um follow-up de 7 anos. (Wactawski-Wende et al.,
2006).

Entretanto, embora as 3 intervencdes tenham provado serem efetivas
quanto a quimioprevencao, nao houve diferengas entre elas, nem a acao sinérgica se
sobrepbs aos agentes isolados. A auséncia dessa sobreposicdo sobre as
intervengdes isoladas pode ser explicada talvez porque em estagios mais precoces
da cascata tumoral, os mecanismos se sobreponham na prevencao de lesdes
precursoras. (Larriba et al., 2011). Outra explicagdo pode estar na dose das
substancias utilizadas, bem como na avaliagao de estadios mais precoces. Entretanto,
essa combinagao ja foi testada,em estudos populacionais, em relagédo a desfechos
mais tardios como recorréncia de adenomas colorretais. Um estudo clinico
randomizado com duragao de 6 anos, comparou grupo placebo com grupo recebendo
calcitriol, aspirina e carbonato de calcio em pacientes que ja haviam tido adenomas
colorretais removidos e histéria familiar de CCR, demonstraram que nao houve
diminuicdo na recorréncias das lesbes adenomatosas. (Pommergaard et al., 2016).
Os autores, no entanto, assumem que o tabagismo pode ter tido influéncia nos
resultados, bem como a dose dos agentes quimiopreventivos pode ter sido baixa.
(Pommergaard et al., 2016).
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A mensuragdo do dano oxidativo é essencial para o entendimento dos
mecansmos de estresse oxidativo e suas repercussdes em nivel molecular. Essa
avaliacao permite aferir com precisao o papel das EROs nas diferentes etapas da
carcinogénese colorretal, entre elas na formacéao de criptas aberrantes. Seguindo esta
premissa, observamos uma correlacdo positiva entre a ocorréncia de criptas
aberrantes e o ID/FD oxidativo ao DNA em células do sangue e do figado causado
pela DMH, mostrando que a agressao cronica causada por esse agente alquilante
desencadeia diferentes padrdes de quebras na fita de DNA. Por conseguinte, esse
efeito deletério continuado poderia gerar mutagcbes em genes como APC e p53 -
reconhecidos como reguladores da proliferagado celular. Com isso, esse mecanismo
poderia explicar o estado hiperproliferativo que culminaria na formagao de criptas
aberrantes, fechando assim a correlagcdo entre dano oxidativo e a expressao
fenotipica mais precoce. Por outro lado, conforme ja descrito anteriormente tanto APC
como P53 sido pouco mutados nesse modelo de inducdo com DMH, onde diferentes

mutacdes em genes da via WnT/BC sao mais prevalentes.
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7 CONCLUSAO

Com base no experimento, pode-se chegar as seguintes conclusdes:

1. A DMH confirmou seu papel no desencadeamento de estresse oxidativo
bem como agente genotdxico e carcinogénico em nosso modelo experimental de
carcinogénese colorretal, mimetizando as etapas fisiopatoldgicas do CCR esporadico,
e demonstrando sua facil reprodutibilidade em estudos futuros.

2. A vitamina D, AAS e a associagao de ambos reduziu significativamente
- neste modelo experimental - a carbonilagdo de proteinas, a atividade da DCF e o
NO quando comparados ao controle positivo (Agua/DMH). O sistema oxidante foi mais
efetivo através da atividade da catalase.

3. Avitamina D, AAS e a associagao de ambos reduziu significativamente
- neste modelo experimental - o indice e frequéncia de dano oxidativo no DNA no
sangue e no figado.

4. A vitamina D, AAS e a associagao de ambos reduziu significativamente
- neste modelo experimental - a formacgao de focos de criptas aberrantes, porém sem
vantagem da estratégia combinada.

5. Houve uma leve vantagem do AAS em proteger contra o estresse
oxidativo e genotoxicidade causada pela DMH, que nao se refletiu em menor formagéao

de criptas aberrantes quando comparado a Vitamina D.
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8 LIMITAGOES E PERSPECTIVAS

Analisando com cuidado, observamos algumas limitagées no estudo que
merecem atencdo. Uma delas foi o ensaio cometa no tecido colénico, no qual houve
dificuldade na dissociagao das células epiteliais do coélon. As amostras de colon estao
armazenadas no freezer (-80 C) e novos testes serao realizados a fim de concluir esta
etapa com éxito, pois esses resultados sdo de grande importancia para o trabalho.

Como perspectiva do estudo, buscaremos nédo sé a sistematizagao do
ensaio cometa no célon como a avaliagdo de marcadores de proliferagédo celular (Ki-
67), via da beta-catenina/WnT através de técnicas imunohistoquimicas, bem como as
analises histologicas por hematoxilina/eosina e alcian blue. Além disso, pretendemos
estudar vias importantes através da expressdo da Ciclooxigenase 2 (COX-2),
Prostaglandina E2 (PGE-2) e a Oxido Nitrico Sintase (iNOS) por meio da técnica de
Western Blotting. Dessa forma, conseguiremos estudar diferentes mecanismos e
desfechos importantes, buscando assim um melhor entendimento da carcinogénese

colorretal e das estratégias quimiopreventivas.
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