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Resumo

O risco elevado de desenvolver cancer colorretal (CCR) pode estar associado & habitos
alimentares inadequados, incluindo o consumo elevado de carne vermelha e processada.
Evidéncias sustentam, que o hemin, uma porfirina contendo ferro encontrada na carne
vermelha, promove o CCR por aumentar a citotoxicidade coldnica e a proliferacéo epitelial
regenerativa. A ingestdo da microalga Arthrospira (Spirulina platensis) spp. (SP) poderia
neutralizar os efeitos promotores do heme, dadas suas propriedades antioxidantes e
antiinflamatdrias. Assim, avaliamos os efeitos benéticos da ingestdo de 2% SP sobre os efeitos
promotores do hemin em modelo de carcinogénese de colon induzida por 1,2-dimetilhidrazina
(DMH) em ratos. 52 ratos Sprague Dawley machos foram divididos em cinco grupos. Apds a
exposicdo ao DMH, os grupos 2, 3 e 4 foram alimentados com dietas contendo heme (0,5 mmol
/ kg), hemin + 2% SP (20g / kg) ou 2% SP por 16 semanas, respectivamente. A ingestdo de
heme aumentou o nimero, tamanho e multiplicidade de FCA, enquanto que 2% SP apresentou
efeito antagdnico em comparacdo a dieta hemin. Nao obstante, hemin e 2% SP ndo modularam
o0 desenvolvimento de tumores. Na analise de gRT-PCR na mucosa coldnica, os niveis dos
genes Mmp3 e Nox1 aumentados DMH + hemin em comparagdo com o grupo DMH, enquanto
0s niveis de Xrcc6 foram aumentados no DMH-+heme+SP em comparacdo com 0 grupo
alimentado com DMH-+hemin. Portanto, esses achados indicam que a ingestdo de SP 2%
reduziu os efeitos promotores da hemin ao reduzir o desenvolvimento de FCA, sugerindo que

esse alimento funcional pode ter potencial quimiopreventivo para a carcinogénese do colon.

Palavras-Chaves: 1,2-Dimetilhidrazina, carcinogénese colorretal, Ratos Sprague-
Dawley, Focos de Cripta Aberrante, Hemin, promocéo, progressao, Arthrospira (Spirulina

platensis) spp.



Abstract

The risk for developing colorectal cancer (CRC) has been associated with westernized
dietary habits, including a high intake of red and processed meat. Hemin, an iron-containing
porphyrin found in red meat, promotes CRC by increasing colonic cytotoxicity and
compensatory hyperproliferative response. Dietary microalga Arthrospira (Spirulina platensis)
spp. (SP) may counteract hemin-promoting effects given its antioxidant and anti-inflammatory
properties. Thus, we assessed the preventive effects of dietary SP on hemin-promoting effects
in a dimethylhydrazine (DMH)-induced colon carcinogenesis rat model. Fifty-two male
Sprague Dawley rats were allocated into five groups. Groups 1-3 were given DMH doses (4 x
40 mg/kg b.w.) once a week for 2 weeks. Subsequently, groups 2, 3 and 4 were fed with diets
containing hemin (0.5 mmol/kg), hemin + 2% SP (20g/kg) or 2% SP for 16 weeks, respectively.
Dietary hemin promoted aberrant crypt foci (ACF) development in number and size when
compared to DMH. In contrast, 2% SP significantly reduced ACF number, compared to
DMH-+hemin-fed group. Hemin upregulated Mmp3 and Nox1 mRNA levels in the colonic
mucosa when compared to DMH group, whereas 2% SP upregulated Xrcc6 in comparison to
the DMH+hemin group. Therefore, these findings show that dietary 2% SP reduced hemin-

promoting effects by counteracting ACF development.

Key Words: 1,2-Dimethylhydrazine, Sprague-Dawley Rats, Aberrant Crypt Foci,
Hemin, promotion/progression, Arthrospira (Spirulina platensis) spp.
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Capitulo 1- Reviséo de Literatura



1. Cancer Colorretal: etiologia, sitios anatdmicos, fatores de risco

1.1 Neoplasias: caracteristicas gerais

Cancer é um termo genérico para um grande grupo de doencas que podem afetar
qualquer parte do organismo humano, sendo a causa mais comum de mortalidade no mundo
com estimativas de 9,6 milhGes de mortes em 2018 (World Cancer Report, 2020).

Ha pelo menos duas licdes importantes de salde publica que devem ser consideradas
no combate ao cancer, a saber: 1) alguns dos fatores comportamentais para a mortalidade por
cancer, como tabagismo, alcoolismo e sedentarismo podem ser evitados/prevenidos, 0s quais
sdo de dificil controle nos seres humanos 2) O fator de risco mais significativo para o cancer,
assim como na maioria das outras doencas crbnicas, é a idade. Portanto, é necessaria uma

atitude ativa, em relacdo a medicina preventiva e diagnostica (Farrelly, 2021).
1.2. Céncer Colorretal (CCR)

1.2.1 Epidemiologia e Etiologia

O Cancer Colorretal (CCR) é a terceira neoplasia mais incidente e a segunda principal
causa de morte no mundo. De acordo com a GLOBOCAN, 1,9 milhGes de novos casos e
935.000 mortes foram estimadas (GLOBOCAN, 2020). Para 2020, estimou-se um gasto de 17
bilhdes de dolares em custos anuais de assisténcia medica e tratamento do CCR nos EUA
(Mariotto et al., 2011; Afrin et al., 2020). Fatores de risco genéticos e ambientais estdo
envolvidos no desenvolvimento do CCR, sendo os ultimos a principal influéncia no CCR
esporadico (Carethers e Jung, 2015; Keum e Giovannucci, 2019). Esses fatores ambientais se
referem a um estilo de vida caracterizado pela alta ingestdo de alimentos processados, amidos
refinados, gorduras saturadas e carne vermelha e processada (Johnson et al., 2013; Keum e
Giovannucci, 2019; GLOBOCAN, 2020).

Existem diferencas de até 8 vezes em niimero de casos novos entre os paises de Indice
de Desenvolvimento Humano (IDH) muito alto (8,94 milhdes de casos novos) e os de IDH
muito baixo (0,65 milhGes de casos novos). Embora o CCR seja altamente incidente
principalmente nos paises de IDH alto e muito alto, a incidéncia estd aumentando
consideravelmente nos paises de IDH baixo e médio (Keum e Giovanucci, 2019; GLOBOCAN,

2020). A projecdo para 2040 indica que os casos novos de CCR aumentem para 95% e 64% em
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IDH baixo e médio, respectivamente, do que 32% em IDH muito alto, o que pode indicar
importantes mudancas no padrdo alimentar e no estilo de vida nesses paises (GLOBOCAN,
2020). Além disso, a proporcdo da mortalidade ¢ maior nos paises de IDH médio e baixo
(Figuras 1 e 2), o que poderia estar relacionado com piores condi¢des de diagndstico, em geral
tardio, e de tratamento (Popkin, 1994; Arnold et al., 2017, Keum e Giovannucci, 2019;
GLOBOCAN, 2020).

Em relacdo a incidéncia de CCR para ambos 0s sexos, as taxas ajustadas sdo mais altas
nos homens do que nas mulheres, nas quais ha diferencas entre 1,4 a 1,5 vezes para incidéncia
(23,4 versus 16,2 casos por 100.000 pessoas por ano) e obito (11,0 versus 7,2 mortes por
100.000 pessoas por ano), respectivamente. Esta diferenca tende a aumentar em relacédo a idade
e crescimento econémico (Figuras 1 e 2) (GLOBOCAN, 2020). Para 2030 nos Estados Unidos
(EUA), a taxa de incidéncia de CCR aumentard em 90,0% nos homens e 124,2% nas mulheres
para pacientes de 20 a 34 anos de idade, e em 27,7% nos homens e 46,0% nas mulheres para
pacientes de 35 a 49 anos de idade (Bailey et al., 2015). As taxas mais altas de CCR nos homens
do que nas mulheres pode ser indicio da predominancia de fatores ambientais sobre fatores
genéticos na carcinogénese colorretal, sendo a herdabilidade do CCR estimada em 28% para
homens e 45% para mulheres (Graff et al., 2017). Consideravelmente, os homens sdo mais
suscetiveis devido a estes fatores de risco, 0s quais em sua maioria sdo ambientais: diferencas
de gordura visceral entre ambos os sexos (Karastergiou et al., 2012), bebidas alcodlicas
(Wilsnack et al., 2009), tabagismo (Botteri et al., 2020) e na dieta rica em gorduras saturadas e

baixa em fibras (Imamura et al., 2015).

A idade é um fator de risco inerente, ja que as taxas de incidéncia e mortalidade de
CCR aumentam exponencialmente apds os 50 anos (Keum e Giovanucci, 2019; GLOBOCAN,
2020). No entanto, recentemente as taxas de incidéncia e mortalidade por CCR diminuiram
entre 0s idosos, em parte devido a varios fatores, entre eles o aumento da cobertura do
diagnostico precoce em pessoas com mais de 50 anos de idade, principalmente nos paises
desenvolvidos (Bailey et al., 2015; Crosby et al., 2018).

Contudo, esses declinios ndo ocorreram em adultos mais jovens, onde a incidéncia
aumentou, principalmente em casos de cancer retal (Murphy e Baron, 2017; Murphy e Singal,
2018). Para 2030 nos EUA, a taxa de incidéncia de CCR duplicard em pacientes de 20 a 34
anos de idade (Bailey et al., 2015; Croshy et al., 2018). Esta tendéncia aponta fatores

relacionados ao estilo de vida, além da baixa cobertura do screening em individuos com menos
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de 50 anos, que contribuem com os casos novos do CCR esporadico em individuos mais jovens
(Murphy e Baron, 2017; Keum e Giovanucci, 2019).

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2020, males, ages 0-79

I
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1
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Leukaemia
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Pancreas
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Observatory [hop:/ gee iarc i) Organizatn
Figura 1 — Homens (IDH alto e IDH baixo) (GLOBOCAN, 2020)
- Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2020, females, ages 0-79
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Figura 2 — Mulheres (IDH alto e IDH baixo) (GLOBOCAN, 2020)

Aproximadamente dois tercos dos casos (60-65%) de CCR surgem esporadicamente,
ou seja, ocorrem em individuos sem historico familiar de CCR ou mutagGes genéticas herdadas,
as quais aumentam o risco de desenvolver o CCR. Como mencionado anteriormente, 0 CCR
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esporédico é atribuivel a fatores de risco de carater ambiental/comportamental, os quais sdo
passiveis de modificacdo (Jasperson et al., 2010; Carethers e Jung, 2015; Keum e Giovannucci,
2019; GLOBOCAN, 2020). O desenvolvimento dos CCRs inclue um conjunto de alteracdes
morfologicas e genéticas que envolvem o acumulo de eventos genéticos somaticos e
epigenéticos em células epiteliais clonais. Estas alteragbes incluem os defeitos de perda de
funcdo de genes supressores de tumor, ganho ou perda de fungdo em proto-oncogenes e
alteracBes epigenéticas, tais como metilacio de DNA/metilacdo e acetilacdo de histonas
(Fearon, 2011; Carethers e Jung, 2015). Estas alteracBes genémicas, “evento condutor”,
permitem uma vantagem de crescimento seletivo as células clonais, levando a proliferagéo
aumentada e descontrolada, passiveis de progressdo maligna (Grady e Carethers, 2008;
Carethers e Jung, 2015). Genes com altas taxas de mutacdo, como as observadas em TP53 (60-
70%), KRAS (40%) e APC (70-80%), foram recorrentes no sequenciamento do genoma, porém
genes caracterizados por baixa frequéncia de mutacdo podem ser mais prevalentes do que os de
alta taxa em pacientes com CCR (Fearon, 2011; The Cancer Genome Atlas 2012; Carethers e
Jung., 2015).

Ha estimativas de que até 30% dos casos de CCR possam ser de carater hereditario
(Grady, 2003; Jasperson et al., 2010). E apenas 5% dos casos sao atribuidos a sindromes de
cancer hereditarias cujas caracteristicas clinicas sdo bem estabelecidas, e que apresentam um
risco de desenvolvimento de CCR mais precoce durante a vida do individuo (Winawer et al.,
1997; Jasperson et al., 2010; Conteduca et al., 2013).

Dentre os CCR de carater autossdmico dominante estdo: polipose adenomatosa
familiar (FAP), cancer de colon hereditario sem polipose (HNPCC)/Sindrome de Lynch (SL)
(Grady, 2003; Jasperson et al., 2010; Keum e Giovannucci, 2019). Pacientes com SL
desenvolvem CCR de maneira precoce em relacéo aos pacientes esporadicos. SL evolui a partir
de mutacGes em um dos alelos de genes de reparo de mismatchs de DNA, sendo os mais
recorrentes os MLH1 e MSH2 (mais de 90%), ou menos frequente 0 MSH6 (aproximadamente
10%) e PMS2 (em raras ocasides) (Grady, 2003; Jasperson et al., 2010; Ma et al., 2018). A
caracteristica mais marcante das FAP é a presenca de um grande numero de polipos
adenomatosos a partir da infancia ou inicio da adolescéncia. Ela é caracterizada por uma
mutacdo heterozigodtica germinativa no gene APC, localizado no cromossomo 5qg21 (Grady,
2003; Jasperson et al., 2010; Ma et al., 2018).
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1.2.2 Localizagdo anatdmica e diagnostico de CCR

A relacdo entre etiologia molecular e morfoldgica pode explicar as diferengas no
desenvolvimento de neoplasias que se desenvolvem no célon ascendente em comparagdo com
as do célon descendente (Gervaz, Buchel e Morel, 2004; Johnson e Fleet, 2012). O co6lon
ascendente compreende do ceco até um ponto de aproximadamente metade a dois tercos
superiores do cdlon transverso, enquanto o descendente, do ter¢o do colon transverso inferior
ao reto (Gervaz, Buchel e Morel, 2004; Arnold et al., 2017). Estas duas regides do intestino
grosso possuem diferentes origens embrioldgicas. O ceco, colon ascendente e dois tercos
proximais do cdlon transverso derivam do “intestino médio primitivo”, enquanto o segmento
que compreende a flexura esplénica para a parte superior canal anal deriva do “intestino
primitivo posterior” (Neves Jorge e Habr-Gama, 1998; Gervaz, Buchel e Morel, 2004). As
distintas origens embrioldgicas de ambos os segmentos refletem no suprimento sanguineo do
intestino grosso; ramos da artéria mesentérica superior irrigam a regido ascendente, enquanto o
segmento localizado distalmente a flexura esplénica é irrigado por tributarias da artéria

mesentérica inferior (Neves Jorge e Habr-Gama, 1998; Gervaz, Buchel e Morel, 2004).

As neoplasias da regido ascendente e descendentes do colon exibem caracteristicas
moleculares e histopatoldgicas distintas (Gervaz, Buchel e Morel, 2004; Nawa et al., 2008).
Histopatologicamente, a frequéncia de tumores de aparéncia plana € significativamente maior
nos canceres ascendentes, enquanto que as lesdes do tipo polipdide sdo predominantes nos
descendentes (Nawa et al., 2008; Conteduca et al., 2013). Além disso, observa-se que 0 CCR
na porcao ascendente é predominante nas mulheres e em idosos, enquanto que o0 CCR na por¢éo
descendente é predominante em homens e pacientes de meia idade (Nawa et al., 2008; Murphy
et al., 2019). Em relacdo ao diagnostico, os tumores na regido ascendente sdo mais dificeis de
serem detectados, principalmente pelo surgimento de lesdes serrilhadas, por serem planas,
dificultando a sua visualizacdo na colonoscopia (Colorectal Cancer Screening, 2021), além de
serem menos vascularizadas que os adenomas polipoides, tendendo a sangrar com menor
frequéncia (Nawa et al., 2008, Colorectal Cancer Screening, 2021). Com relacdo aos fatores
moleculares, os subtipos moleculares de CCR diferem entre as duas regides (Johnson e Fleet,
2012; Missiaglia et al., 2014; Keum e Giovanucci, 2019). Os subtipos de instabilidade de
microssatélite alto (MSI-H) e a expressao aumentada do gene BRAF s&o mais comuns no célon
ascendente, enquanto o subtipo positivo de instabilidade cromossémica (IC) e amplificacdo do
gene EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor — Sinalizacdo Celular) ocorre

preferencialmente no colon descendente (Roth et al., 2010; Missiaglia et al., 2014). Estas
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diferencas histopatologicas e moleculares refletem na resposta aos diversos tratamentos contra
CCR (Brule et al., 2015; Arnold et al., 2017; Tejpar et al., 2017).

Outro fator que difere entre as duas regides sdo as diferencas na microbiota intestinal
(Dejea et al., 2014; Drewes, Housseau e Sears, 2016). A grande maioria de CCRs ascendentes
esta associada a um biofilme bacteriano denso, além da expressdo reduzida de E-caderina nas
junc@es gap nos colondcitos, aumentando a permeabilidade intestinal e favorecendo a invasao
do tecido subjacente pelas bactérias ou de mediadores inflamatdrios e posterior passagem a

corrente sanguinea (Dejea et al., 2014).

Essas diferencas histopatologicas entre o cdlon proximal/ascedente; e
distal/descendente, em humanos, foram também observadas em modelos animais (Johnson e
Fleet, 2012; Deming et al., 2014). Em modelos de CCR murino com FCPIK3ca mutado, ocorre
a formacdo de multiplos tumores, como o0s adenocarcinomas mMucinosos, Sesseis e
moderadamente diferenciados no colon proximal, diferentes daqueles de origem polipoide, que
sdo lesBes caracteristicas da regido distal (Deming et al., 2014). Em modelos de indu¢do com
quimica com 1,2-dimetilhidrazina (DMH) em ratos foi observado que a incidéncia de lesGes
pre-neoplasicas e de adenomas e adenocarcinomas foi maior nas regides distais do c6lon (Park,
Goodlad e Wright, 1997; Rodrigues et al., 2002; Persé e Cerar, 2011). Estas lesdes neoplasicas
distais também podem apresentar mutacdes comumente presentes em CCRs esporadicos
humanos, visto que foram observadas mutacoes em ponto de KRAS e CTNNB1 em adenomas
e carcinomas de ratos F344 (Pandiri et al., 2011). Portanto, estas semelhancas referentes as
neoplasias colorretais em humanos e murinos demonstra uma das vantagens da aplicabilidade

dos estudos experimentais em roedores (Johnson e Fleet, 2012; Ward e Treuting, 2014).

Com relagéo ao diagnostico do CCR humano, em paises de IDH alto e muito alto, os
métodos de triagem (screening) para detec¢do de CCR tém contribuido consideravelmente na
reducdo da incidéncia e da mortalidade, permitindo a remoc¢&o de neoplasias benignas ou a
deteccdo e tratamento precoces de CCR (Brenner et al, 2014; Simon, 2016; Colorectal Cancer
Screening, 2021). As taxas de incidéncia reduziram de 30,8 em 2018 para 20,4 em 2020 com
taxas padronizadas por idade por 100.000 pessoas por ano em paises de IDH alto. No entanto,
as taxas de mortalidade foram mantidas, de 10,6 em 2018 para 10,3 em 2020 (as taxas mundiais
em 2020 sdo 19,5 de incidéncia e 9,0 de mortalidade) (GLOBOCAN, 2020). Nos paises de IDH
médio e baixo, atualmente os programas de triagem sdo limitados para a maior parte da

populacédo, o que explica uma menor incidéncia em relacdo aos paises de IDH alto e muito alto,
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porém a propor¢do da mortalidade é maior nos paises de IDH médio e baixo em virtude do
diagndstico tardio (Schreuders et al., 2015; Keum e Giovanucci, 2019).

Em relagcdo a queda da incidéncia de CCR no mundo, o impacto da pandemia de
COVID-19 é um dos principais fatores devido a atrasos no diagndstico e tratamento associados
as doencas, fechamentos dos centros de salde, além da suspensdo de programas de triagem e
reducdo da disponibilidade e o acesso a atendimentos, devem causar, em contraste um aumento
dos diagnosticos em estagio avancado e mortalidade por este tipo de neoplasia (GLOBOCAN,
2020).

Atualmente, existem técnicas de diagnostico do estagio inicial do CCR, sendo as
principais o teste de sangue oculto nas fezes (FOBT), a sigmoidoscopia flexivel (SF) e a
colonoscopia (Jenkinson e Steele, 2010; ESMO, 2012). Caso o diagndéstico do tumor seja
confirmado na fase inicial da doencga, por colonoscopia ou sigmoidoscopia, a resseccao da lesdo
podera ser indicada (ESMO, 2012). No teste FOB, as amostras de fezes sdo coletadas e
analisadas quanto a presenca de pequenas quantidades de sangue, e ha evidéncias da diminuicédo
da mortalidade em longo prazo com a triagem do CCR por este teste, embora haja dificuldades
em detectar lesdes na regido proximal (Shaukat et al., 2013, Colorectal Cancer Screening,
2021). Em relacdo a sigmoidoscopia flexivel (SF), técnica cujo enfoque € na visualizacdo de
lesbes na area distal do cdlon, o acompanhamento de participantes do Prostate, Lung,
Colorretal and Ovarian Cancer Screening Trial (PLCO) por até 22 anos, indica que o
seguimento com a SF reduz em longo prazo a incidéncia de CCR e mortalidade. O resultado é
limitante apenas no célon distal; em homens e idosos (Miller et al., 2019). A colonoscopia,
considerada o teste padrdo-ouro, € altamente sensivel, mas envolve custos mais elevados (Burt
et al., 2013; Conteduca et al., 2013; Colorectal Cancer Screening, 2021). Em um estudo de
caso-controle, a realizacdo de colonoscopia foi associada a reducéo do risco para CCR tanto

para o colon distal quanto o proximal apés o diagndstico (Brenner et al., 2011).

1.2.3 Sequéncia Histopatolégica do CCR esporadico

Na sequéncia histopatoldgica do CCRs esporadicos, tanto na sequéncia adenoma-
carcinoma quanto na sequéncia serrilhada, as células epiteliais das criptas col6nicas progridem
para 0 adenoma, capaz de evoluir para o adenocarcinoma (Vogelstein et al., 2013; Conteduca
et al., 2013). Os adenomas sdo lesdes neoplasicas benignas intraepiteliais, histologicamente

caracterizada pela hipercelularidade com nuacleos hipercrométicos, varios graus de
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estratificacdo nuclear, e perda de polaridade, isto é, desproporcéo do volume nuclear em relago
ao do citoplasma (Hamilton et al., 2000). A grande maioria dos CCRs surge de pdlipos
adenomatosos benignos ao longo de varias décadas, de modo que a progressao para neoplasias
malignas tende a aumentar a partir dos 60 anos de idade (Brenner et al., 2011; Conteduca et al.,
2013). Estas neoplasias benignas caracterizam-se pelo crescimento anormal da mucosa do
intestino grosso, projetando-se no limen intestinal (Hamilton et al., 2000; Conteduca et al.,
2013, Burt et al., 2013).

Dentre os adenomas colorretais, 0s pélipos adenomatosos e 0s pélipos serrilhados séo
0s mais prevalentes, e que sdo precursoras para a maioria dos CCRs humanos (Fleming et al.,
2012; Conteduca et al., 2013). Normalmente, estas lesdes sdo assintomaticas (Rex et al., 1996;
Zalis et al., 2012; Conteduca et al., 2013). Os pdlipos adenomatosos sdo lesdes precursoras do
CCR, pois aproximadamente 85 a 90% dos CCRs esporadicos evoluem a partir destas lesdes
iniciais (Conteduca et al., 2013; Keum e Giovanucci., 2019). Adenomas sdo caracterizados
como solitarios ou multiplos (>3 adenomas), >10 mm de didmetro, com >25% de epitélio viloso
e com alto grau de displasia, ou seja, definido como grau de diferenciacéo do epitélio neoplasico
em relacdo ao normal. Possuem um risco particularmente maior de evoluir para malignidade
(30-50%) em comparagdo com adenomas nao avangados (1%) (Conteduca et al., 2013; Burt et
al., 2013), com taxas de transicao estimadas aumentando com a idade de detec¢do de adenomas

avancados (Brenner et al., 2007).

Dentre as caracteristicas histoldgicas dos adenomas, aproximadamente 25% das lesdes
sdo classificadas, de acordo com a morfologia epitelial, como tubular, 15% como tubulo-viloso
e 5% como viloso (Fleming et al., 2012; Conteduca et al., 2013; Nagtegaal et al., 2019).
Adenomas tubulares apresentam criptas displasicas com formato glandular, as quais estdo
circundadas pela ldmina propria, e constituem pelo menos 80% do tumor. Adenomas do tipo
viloso caracteriza-se pelo epitélio displasico cujas projecdes assemelham-se aos “dedos da
mao” e compreendem pelo menos 80% do tumor. Adenomas de carater tubulo-viloso séo
constituidos por estruturas tubulares e vilosas, e a proporcdo é de 80%/20% ou 20%/80%,
respectivamente (Fleming et al., 2012; Nagtegaal et al., 2019).

Os polipos serrilhados é um conjunto de lesbes adenomatosas e precursores de
aproximadamente 13% dos CCR esporadicos (Conteduca et al., 2013; Nagtegaal et al., 2019).
Pélipo serrilhado € um termo geral para qualquer p6lipo que mostra uma arquitetura serrilhada,

ou formato de dente de serra ou estrelada do epitélio. E um grupo heterogéneo de lesdes que
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incluem os polipos hiperplésicos (HP), os adenomas serrilhados sésseis/pélipos (SSA/P) e
adenomas serrilhados tradicionais (Fleming et al., 2012; Conteduca et al., 2013; Nagtegaal et
al., 2019). Os pdlipos hiperplasicos representam de 80-90% dos pdlipos serrilhados e sdo
predominantes no célon distal. Histologicamente, sdo caracterizados por uma arquitetura
tubular simples e a presenca do epitélio serrilhado € mais pronunciada nas porc¢@es superiores
das criptas (Fleming et al., 2012; Nagtegaal et al., 2019). O diagnostico histoldgico de SSA/P
é caracterizado pelo epitélio serrilhado ao longo da cripta, epitélio hipermucinoso e dilatacdo
da cripta (Fleming et al., 2012; Nagtegaal et al., 2019). Os adenomas serrilhados tradicionais
exibem baixo grau de displasia nuclear e apresenta uma arquitetura serrilhada semelhante
aquele visto para HP e SSA/P (Fleming et al., 2012; Nagtegaal et al., 2019).

Aproximadamente 90% dos CCRs sdo diagnosticados como adenocarcinomas,
definidas como neoplasias malignas de origem epitelial, localizadas em sua maioria no célon
sigmoide e no reto (Nolte et al., 2016; Nagtegaal et al., 2019) A caracteristica que define o
adenocarcinoma colorretal € a invasdo atraves da muscular da mucosa em direcdo a submucosa
e parede muscular externa (Nolte et al., 2016; Nagtegaal et al., 2019). A maioria dos
adenocarcinomas colorretais apresenta epitélio neoplasico que varia no tamanho e na forma das
estruturas glandulares. Em adenocarcinomas bem e moderadamente diferenciados, as células
epiteliais sdo geralmente hiperplasicas, e no Iumen dessas estruturas glandulares

frequentemente se observam detritos celulares (Fleming et al., 2012; Nagtegaal et al., 2019).

Os adenocarcinomas sdo classificados predominantemente com base na morfologia
das estruturas glandulares, e devem ser divididos em bem, moderadamente e pouco
diferenciados. Adenocarcinomas pouco diferenciados devem mostrar pelo menos alguma
estrutura glandular ou presenca de mucinas; os tubulos sdo normalmente dobrados de forma
irregular e distorcidos, e normalmente apresentam um prognaéstico desfavoravel em relacéo aos
bem ou moderadamente diferenciadas (Hamilton et al., 2000, Fleming et al., 2012; Nagtegaal
et al., 2019). As lesGes com as caracteristicas morfoldgicas de adenocarcinoma que sdo
confinados na mucosa intestinal sdo denominadas de “neoplasia de alto grau intraepitelial”, um

termo mais apropriado do que “adenocarcinoma in situ” (Hamilton et al., 2000).

1.2.4 Sequéncia de alteracdes epigenéticas e moleculares do CCR

A medida que a carcinogénese avanca, ha um acimulo de alteragdes genéticas e

epigenéticas que determinam as caracteristicas daquele tumor (Fearon et al., 2011; Vogelstein
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et al., 2013; Carethers e Jung, 2015). Apesar de ser possivel determinar uma sequéncia para as
alteracOes genéticas na carcinogénese colorretal, o acimulo progressivo dessas alteracdes € a
caracteristica mais consistente da progresséo clinica e experimental das neoplasias colorretais
(Vogelstein e Fearon, 1990). Notavelmente, cerca de 95% das mutacfes em tumores de célon
sdo substituicdes de base Gnica (como C>G), enquanto o restante sdo delecBes ou insercdes de
uma ou algumas bases (como CTT>CT). Dessas mutacGes de base Unica, aproximadamente
90% séo mutacdes missense: substituicdo de nucleotideo Unico que resulta em uma substituicdo
de aminoécido, 8% sdo nonsense: substituicdo de nucleotideo Unico que resulta na producéo de
um cddon de parada e 2% em regides de splicing ou em regides nao traduziveis (UTR) do DNA
(Vogelstein et al., 2013). Estas mutacdes sdo derivadas por erros de reparo de DNA e/ou
defeitos na regulacdo do ponto de checagem do ciclo celular, concomitante ao processo de
proliferacdo celular aumentada, caracteristicas que sdo determinantes na evolucdo da
carcinogénese colorretal (Vogelstein et al., 2013; Bakhoum et al., 2014; Okugawa, Grady e
Goel, 2015).

A carcinogénese colorretal abrange trés grandes aberracfes genéticas e epigenéticas:
instabilidade cromossdémica, metilacdo da regido de ilha de nucleotideos CpG (CIMP) e
instabilidade de microssatélites (MSI) (Grady e Carethers, 2008; Fearon et al., 2011;
Armaghany et al., 2012). A instabilidade cromossdmica é caracterizada por anormalidades na
estrutura dos cromossomos, ou no seu numero de copias (por exemplo, aneuploidia e
poliploidia) que sdo causadas por erros durante a mitose, tais como defeitos nas proteinas
envolvidas no ponto de checagem do ciclo celular e/ou nos centrossomos (Bakhoum et al.,
2014). As instabilidades cromossomicas sdo altamente prevalentes na sequéncia adenoma-
carcinoma da CCR (Dunican et al., 2002; Pino e Chung, 2010), tanto em modelos murinos

(Hoevenaar et al., 2020) quanto nos estudos clinicos (Walther, Houlston e Tomlinson, 2008).

O CIMP ¢é um conjunto de modificacBes epigenéticas, descobertas por Toyota et al
1999, caracterizado pela hipermetilagdo de regibes de repeticdo de dinucleotideos CG (as
chamadas ilhas CpG) nas regides promotoras dos genes supressores de tumores (como MLH1),
ocorrendo o silenciamento da expresséo génica. Contudo, ndo ha consenso sobre os marcadores
e critérios para classificar os subtipos de CIMP (Ju et al., 2011; Jia et al.,, 2016). A
hipermetilagdo do DNA é um mecanismo epigenético envolvido em muitos canceres. Pode
afetar multiplos processos celulares, incluindo proliferacdo e apoptose, silenciando genes

supressores de tumores (Cancer Genome Atlas Network, 2012; Okugawa, Grady e Goel, 2015).
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A MSI geralmente ocasiona a inativacao do sistema do reparo de mismatchs de DNA,
por hipermetilacdo (80% dos CCR MSI) ou por mutagdo dos genes MLH1, MSH2, MSHG e
PMS2 (20% dos CCR MSI), gerando acumulo de erros de reparo de DNA, e acometem cerca
de 15% a 20% dos CCRs esporadicos e em 95% dos CCRs que surgem em pacientes com
sindrome de Lynch (Boland et al., 1998; Grady e Carethers, 2008; Okugawa, Grady e Goel,
2015). Caracteriza-se pelo encurtamento ou alongamento de sequéncias repetitivas de
nucleotideos de DNA de tumores em comparacdo com o DNA de células normais do mesmo
individuo. Estas mutacdes se devem a erros de pareamento de nucleotideos ao longo da fita
recém-sintetizada durante a sintese de DNA, gerando mutacGes frameshift, ou alteragcGes no
quadro de leitura, decorrendo em proteinas truncadas (Grady e Carethers, 2008; Vilar e Gruber,
2010). Trés categorias de MSI foram estabelecidos com base nos seguintes critérios: MSI-High
(MSI-H), indicando instabilidade em dois ou mais loci, ou> 30% dos loci se um painel maior
de marcadores for usado; MSI-Low (MSI-L), indicando instabilidade em um locus, ou em 10-
30% dos loci em painéis maiores, e microssatélite estavel (MSS), indicando nenhum loci com

instabilidade, ou <10% de loci em painéis maiores (Boland et al., 1998; Vilar e Gruber, 2010).

As trés sequéncias de carcinogénese colorretal esporadica sdo as seguintes: sequéncia
adenoma-carcinoma, via serrilhada e a via inflamatdria (Figura 3) (ltzkowitz e Yio, 2004;
Grady e Carether., 2008; Fearon, 2011).

A sequéncia adenoma-carcinoma, em que 0 adenoma serve como precursor do CCR,
é a via classica desta neoplasia. A inativacdo por mutacfes na APC, um gene supressor de
tumor, resulta na ativacdo ininterrupta da via de sinalizagdo Wnt/p-catenina, desencadeando
proliferacdo celular desregulada e desenvolvimento de adenomas (Grady e Carethers, 2008;
Fearon et al., 2011). O gene APC regula uma série de fungdes celulares, incluindo mitose,
migracdo e manutencgéo da estabilidade do genoma. Além disso, as proteinas APC, AXIN1 e
GSK3p fazem parte de um complexo modulador da via de sinalizagdo Wnt, o qual regula a
localizacdo e estabilidade da p-catenina. No entanto, o truncamento das proteinas deste
complexo impede a regulacao eficaz da B-catenina, permitindo o seu acimulo no citoplasma e
posterior translocacdo ao nucleo, servindo como fator transcricional que sinaliza a ativacao de
Wnt (Segditsas e Tomlinson, 2006; Fearon et al., 2011; Nelson e Naéthke, 2013; Dow et al.,
2015). A inativacdo de APC é considerada o evento inicial na maioria CCRs, assim como a
perda da heterozigose (LOH) deste gene sdo suficientes para induzir tumores benignos e
displasicos adenomas no intestino delgado e grosso em camundongos (Su et al., 1992; Cheung

et al., 2010). Em modelo murino de CCRs estabelecidos induzidos pelo nocaute de Apc, a
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restauracdo da funcdo de APC levou a diferenciagdo das células tumorais e a regressdo
sustentada, independentemente de mutacdo Kras e Tp53 nas lesbes (Dow et al., 2015).
Mutacdes subsequentes do oncogene KRAS promovem o crescimento de adenoma e a
inativacdo subsequente do gene supressor de tumor TP53, contribuindo para a progressao do
CCR humano (Grady e Carethers, 2008; Fearon et al., 2011; Armaghany et al., 2012).

Na via serrilhada, na qual o CCR se desenvolve através de adenomas serrilhados onde
se destaca a progressao de células epiteliais normais para polipos hiperplasicos, que progridem
para adenoma serrilhado séssil e, finalmente, para 0 CCR (Leggett e Whitehall, 2010; Kedrin e
Gal., 2015). Um dos principais eventos moleculares da via serrilhada € a mutagdo do oncogene
VEOOEBRAF, que, ao induzir a proliferacdo celular descontrolada através da ativagdo constitutiva
da via MAPK, contribui para a formacéo de p6lipos hiperplasicos (Jass et al., 2007; Kedrin e
Gala, 2015).

Na via inflamatoria, a lesdo do DNA é induzida pela producdo de radicais livres via
Oxido nitrico sintase (iNOS) na mucosa do c6lon com inflamacdo persistente, seguido por
mutacdo p53 e posterior desenvolvimento de displasia (ltzkowitz e Yio, 2004; Ullman e
Itzkowitz, 2011; Tanaka, 2012). A ativacao continua do fator de transcricdo NF-xB favorece a
progressao do CCR associado a colite (CAC) (ltzkowitz e Yio, 2004), e é altamente expresso
na mucosa intestinal em pacientes com Colite Ulcerativa (UC) com alto grau de inflamacéo
(Rogler et al., 1998). O NF-kB esta sob influéncia de diversos desencadeantes, como o fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a), radiacdo UV e radicais livres (Sarkar e Li, 2008). A incidéncia
da doenca inflamatdria intestinal (DII) é observada em 2% dos casos de CCR (Eaden, Abrams
e Mayberry, 2001; Triantafillidis, Nasioulas e Kosmidis, 2009). Apesar dessa baixa incidéncia,
pacientes com UC ap6s diagndstico apresenta maior risco de desenvolver o CCR, com 3%,
5,9% e 8,7% de risco em 10, 20 e 30 anos apds o diagndstico, respectivamente (Eaden, Abrams
e Mayberry, 2001). Em metandlise de oito estudos de coorte com acompanhamento médio 14
anos apoés o diagnostico inicial de UC, hd um risco estimado de 2,4 vezes maior de desenvolver
CCR em comparacdo com a populacdo em geral (Jess, Rungoe e Peyrin-Biroulet, 2012). A
evolucdo da CAC ocorre mediante a sequéncia inflamagdo-displasia-carcinoma,
diferentemente da sequéncia tradicional do CCR adenoma-adenocarcinoma (Itzowitz e Yio,
2004; Rogler, 2014). Para o estudo da CAC a nivel histopatologico quanto molecular, séo
empregados modelos murinos de inducdo quimica por AOM e promogcéo atravées do dextrano

sulfato de sddio na agua (DSS) por periodos de 7 dias consecutivos (Tanaka, 2012). Nestes
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modelos, é possivel o desenvolvimento de neoplasias em 12 semanas ap6s indu¢do/promogéo

do protocolo experimental (Tanaka et al., 2003).
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Figura 3 — llustracdo das trés vias de carcinogénese colorretal. a Via adenoma-adenocarcinoma. b Via

serrilhada. ¢ Via inflamatéria (Keum e Giovanucci, 2019).

1.3. Carcinogénese Experimental de CCR

1.3.1 Etapas da Carcinogénese Quimica

A carcinogénese quimica é um processo complexo de multiplas etapas: iniciagéo,
promocdo, progressao, invasdo e metastase (Figura 4) (Pitot et al., 2000; Koh, Ho e Pan, 2020).
A iniciacdo envolve a fixacdo de dano genético irreversivel por lesdo direta ou indireta pela
presenca de adutos de DNA, e ap6s um ciclo de divisdo celular, predispondo as células-alvo a
transformac&o neoplésica subsequente. A iniciagdo ocorre apds a administracdo de um agente
iniciador, ou carcindgeno iniciador ou completo, ndo exibindo um limite de exposicao seguro
(threshold) (Pitot et al., 2000). Dentre os agentes iniciadores mais comuns temos as substancias
quimicas, como os hidrocarbonetos policiclico aromaticos (HPA), aminas aromaticas, e agentes
fisicos como a radiacdo ou a luz ultravioleta (Pitot et al., 2000; Koh, Ho e Pan, 2020). Moore
et al., (1987) foram uns dos primeiros a identificar células iniciadas, em hepatécitos com
expressdao de glutationa-S-transferase-pi (GSTP) em figados de animais expostos a
dietilnitrosamina (DEN). Além disso, mutacBes no proto-oncogene ras foram relatadas em

lesGes pré-neoplasicas precoces que desenvolveram a partir de células iniciadas, o que é
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possivel inferir que o inicio das neoplasias no trato gastrointestinal surge de células Unicas e
iniciadas (Buchmann et al., 1989; Pitot et al., 2000).

Na fase de promocéo, diferentemente da fase de iniciacdo, ndo ocorrem alteracfes na
estrutura do genoma da célula iniciada em expansao clonal, porém ocorrem na expressao génica
(Pitot et al., 2000; Koh, Ho e Pan, 2020). As células iniciadas proliferam, fendbmeno
denominado expansdo clonal, e como efeito podem ocorrer a formacdo de lesdes pré-
neoplasicas derivadas das células iniciadas, as quais posteriormente podem progredir para
neoplasias benignas e malignas. E um processo de médio e longo-prazo e pode ser revertido
apos a intervencdo com agentes preventores, ou a interrupcdo da aplicacdo de um agente
promotor, conforme descrito em varios modelos animais (Pitot e Dragan, 1991; Pitot et al.,
2000). A expansao de células iniciadas depende principalmente da administracdo continua do
agente promotor, assim como também depende de fatores bioldgicos: idade, dieta e horménios;
e fatores farmacodinamicos: dosagem e eficacia do promotor (Pitot e Dragan, 1991; Pitot et al.,
2000). A grande parte dos agentes promotores de tumores podem ocasionar efeitos pro-
inflamatdrios apos a aplicacdo, mas geralmente ndo resultam em tumorigénese sem a aplicacdo
prévia dos agentes iniciadores (Pitot e Dragan, 1991; Pitot et al., 2000). Por exemplo, ap6s a
administracdo de DEN, a promoc&o dos hepatdcitos iniciados pode ser realizada de diferentes
maneiras, por exemplo, a administracdo de fenobarbital sddico (PB), tetracloreto de carbono
(CCLs), dieta hiperlipidica (HFD — High Fat Diet) ou realizacdo de hepatectomia parcial
(Aydinlik et al., 2001; Park et al., 2010; Bakiri e Wagner, 2013). Outro exemplo é o modelo
murino de inducéo quimica por AOM e promovida por DSS por periodos de 7 dias consecutivos
na agua para o estudo da colite associada ao cancer colorretal (CAC), na qual é induzida a
inflamacéo cronica no colon, possibilitando a formacgéo de lesdes displasicas (Tanaka, 2012;
Parang, Barrett e Williams, 2016).

A progressao envolve alteracdes gendmicas mais complexas e irreversiveis. Nesta
fase, € possivel observar mudangas morfologicas resultantes de instabilidades cariotipicas
(Pitot e Dragan, 1991; Pitot et al., 2000). Nesta fase, as células neoplésicas benignas tornam-se
malignas, adquirindo caracteristicas agressivas e potencial metastatico apds sofrer alteracdes
genéticas e epigeneticas adicionais que podem conferir uma vantagem seletiva de crescimento
as células em transformacdo maligna (Tysnes e Bjerkvig, 2007). Esse processo continua,
aumenta a malignidade do tumor e promovendo assim o crescimento do tumor ao longo do

processo de desenvolvimento do tumor (Tysnes e Bjerkvig, 2007; Koh, Ho e Pan, 2020).
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A metastase é caracterizada pela disseminagao de células tumorais do 6rgédo primario
para outros 6rgdos ou tecidos através da corrente sanguinea ou linfatica. E dificil estimar com
precisdo a duracao de cada fase, pois esses processos geralmente levam muito tempo e podem
evoluir em décadas. Para os CCR de tipo hereditario, a progressdo em alguns estagios ocorre
mais rapidamente (Tysnes e Bjerkvig, 2007). Quanto aos possiveis mecanismos envolvidos,
existem varios que promovem /facilitam a invasdo das celulas cancerosas, como por exemplo,
as proteases, entre elas as metaloproteinases de matriz, as quais clivam proteinas
transmembranas de adesdo celular, como a E-caderina, levando a ruptura das juncdes célula-
célula e componentes da lamina basal como o colageno 1V e proteinas de adesdo (Masterson e
O"Dea, 2007; Joyce e Pollard, 2009).

Figura 4 — llustracdo dos estagios da carcinogénese experimental.

(Pitot et al., 2000; llustracdo realizada com auxilio da webpage https://smart.servier.com/)

1.3.2 Modelos Experimentais in vivo de CCR

Para o estudo de intervencfes sobre o desenvolvimento do CCR, os modelos em
roedores sdo o0s mais indicados na busca de potenciais agentes quimiopreventivos e/ou
avaliacdo de agentes iniciadores ou promotores da carcinogénese de coélon. Esses modelos
permitem estudar mecanismos e identificacdo de novos biomarcadores e/ou genes-alvo, para
posterior avaliagdo da quimioprevencdo em ensaios clinicos (Corpet e Pierre, 2005; Johnson e
Fleet, 2012; Afrin et al., 2020).

Apesar das contribui¢fes dos ensaios in vivo para a saude humana, é importante ter em
consideracao os principios dos 3Rs: “Reduce, Refine, Replace”. E fundamental que os animais
ndo sejam submetidos a pesquisas desnecessariamente, e que os dados obtidos nos ensaios pré-
clinicos ndo sejam desperdicados. O numero de animais usados deve ser minimizado em todos
0s casos e alternativas in vitro devem ser consideradas quando disponiveis (Taylor, 2010;
Robinson et al., 2019).
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Visto que o padrdo alimentar é um fator determinante para o risco de desenvolvimento
do CCR (Mehta et al., 2017; GLOBOCAN, 2020), varios modelos experimentais foram
conduzidos para estudar como os componentes da dieta ocidental "Western Diet” (WD) atuam
na carcinogénese colorretal in vivo (Newmark et al., 2001; Johnson e Fleet, 2012). Esta dieta
WD apresenta variagdes entre as propor¢des de gordura (20% vs 5%), célcio (5 vs 0,5 mg/g) e
vitamina D3 (1 vs 0,11 IU/g) em relacéo a dieta basal (AIN76) (Newmark et al., 2001; Newmark
et al., 2009). Apds 18 meses, camundongos C57BL/6 que consumiram somente a WD
desenvolveram tumores no colon sem a necessidade do uso de carcindgenos (Newmark et al.,
2009). Além disso, o indice de proliferacdo de células epiteliais Ki-67-positivas foi 40% maior
nas criptas de camundongos C57BL/6 que consumiram WD por 12 meses em comparagao com

camundongos que consumiram apenas dieta basal (Dermadi et al., 2017).

Camundongos geneticamente modificados oferecem o potencial para precisamente
recapitular etiologias moleculares especificas relevantes de doencas especificas em humanos,
incluindo o CCR (Heyer et al., 2010; Johnson e Fleet, 2012). Os modelos em camundongos
para a pesquisa translacional precisam reproduzir o perfil genético/molecular, assim como o

contexto e a heterogeneidade dos tumores humanos (Heyer et al., 2010).

O modelo de camundongo Min (C57BL/6) descrito pela primeira vez por Moser et al
(1990), é um modelo de carcinogénese do colon humano para polipose adenomatosa familiar
(FAP) com um dos alelos de Apc inativado (LOH). No entanto, uma das limitacOes deste
modelo € o desenvolvimento espontaneo de tumores no intestino delgado, onde se desenvolve
até 30 pdlipos por camundongo, levando a anemia, caquexia e menor tempo de sobrevida,
aproximadamente 120 dias (Moser et al., 1990). Em relacdo as alteragdes moleculares, as
mutacdes de K-ras (Shoemaker, 1997) e inativacdo de p53 (Sohn et al., 2003) sdo raramente
detectadas em polipos deste modelo. Os focos de criptas aberrantes (FCAS), lesdes pre-
neoplésicas no colon, estdo presentes em camundongos Min, porém, ndo apresenta elevagdo em

nivel da mucosa, diferentemente do FCA “classico” (Paulsen et al., 2000).

Outros modelos, como os Cre-Lox, em células-tronco pluripotentes de camundongos
transgénicos, apresentam genes flanqueados por sitios loxP que sdo modificados pela Cre
recombinase. Tradicionalmente, esses alelos tornam-se ativados ou inativados
constitutivamente em animais transgénicos compostos pela recombinase Cre sob o controle de
um promotor especifico do tecido. Os sites LoxP podem ser usados de duas maneiras. Quando

a exclusdo de funcdo do gene é desejada, os locais LoxP s&o introduzidos no flanco um exon,
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que quando excluido, impede a codificacdo de proteinas funcionais (Heyer et al., 2010; Johnson
e Fleet, 2012; McLellan, Rosenthal e Pinto, 2017). N&o obstante, uma das desvantagens desta
abordagem incluem a imprevisibilidade do efeito, bem como a acessibilidade limitada de certos
tecidos alvo para infeccdo (Heyer et al., 2010). IRFBKO em camundongos C57BL/6 para
avaliacdo de CD4" e CD8" em modelos de IBD em colon (lbrahim et al., 2018) e RORYKO
C57BL/6 para o estudo do efeito da IL-6 em modelo de CAC (Rizzo et al., 2018) sdo exemplos

do uso destes modelos.

Um campo de estudo recente é a relacdo da microbiota intestinal com a homeostase na
fisiologia humana (Wong e Jung, 2018; Hanahan, 2022). Evidentemente, a drastica mudanca
no perfil de microorganismos e posterior ruptura da barreira intestinal —disbiose, ¢ uma
caracteristica prevalente na carcinogénese, principalmente colorretal (Wong e Jung, 2018;
Hanahan, 2022). Ensaios in vivo em roedores tem possibilitado o estudo deste fendmeno. E
possivel encontrar bactérias com atividade promotora ou anti-promotora da carcinogénese
colorretal, em ratos F344 Fischer induzidos com DMH foi observado que ratos com inoculagéo
bacterial (GB) apresentaram um nimero maior de FCAs e multiplicidade em comparacdo a
ratos Germ-Free (GF), assim como a presenca de Bifidobacterium breve, produtoras de &cido
lactico, inibiram o desenvolvimento de FCA em relacdo ao GB (Onoue et al., 1997). Wong et
al., 2017 em modelo de inducdo por AOM em camundongos C57BL/6 observaram mudancas
no perfil da microbiota intestinal no grupo AOM+CRC fezes em comparacdo ao AOM-HC
fezes apds ingestdo por gavagem das fezes de pacientes saudaveis ou com CCR. O grupo
AOM+CRC fezes desenvolveu maior nimero de pélipos intestinais e maior grau de displasia,
aumentou o0s niveis protéicos de marcadores de proliferacdo celular Ki-67 e PCNA em 32
semanas, além de aumentar a porcentagem de linfdcitos pré-inflamatorios Thl (CD4+ e IFN-
gamma) e Th17 (CD4+ IL-17+) em comparacdo ao AOM-HC fezes, o que indica um papel

importante da dishiose na tumorigénese colorretal.

1.3.3 Indutores quimicos da Carcinogénese Colorretal in vivo

Para o estudo da carcinogénese translacional do colon, modelos induzidos
qguimicamente em roedores sdo relevantes, uma vez que os padrdes histopatoldgicos e
moleculares sdo semelhantes aos seres humanos. (Corpet, 2005; Clapper et al., 2020). Alem
disso, tanto ratos quanto camundongos apresentam baixa probabilidade de desenvolver tumores

de maneira espontanea no colon (Corpet e Pierre, 2005; Johnson e Fleet, 2012). A inducéo
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quimica pelo DMH e seu metabdlito a azoximetano (AOM) sdo os modelos mais utilizados
(Pandiri et al., 2011; Boudreau et al., 2013; Ward e Treuting, 2014).

DMH é um procarcindgeno usado principalmente para inducdo da carcinogénese do
célon em roedores (Wolters, 1982; Persé e Cerar, 2011). O DMH sofre metabolismo hepético,
formando azoximetano (AOM) e, posteriormente, metilazoximetanol (MAM) (Wolters, 1982).
CYP2E1, uma isoenzima hepatica da familia do citocromo P450, converte AOM em MAM por
hidroxilacdo, enquanto o MAM se decompde em cerca de 12 horas em metildiazénio em tecidos
extra-hepaticos, como o coélon, causando a metilacio do DNA, formando adutos de Oe-
metilguanina, e posteriormente podendo iniciar a carcinogénese colorretal (Sohn et al., 2001).

Em modelos de carcinogénese colorretal, os tumores induzidos pelo AOM e DMH em
ratos e camundongos tém em comum caracteristicas semelhantes as lesGes pré-neoplasicas e
neoplasicas em humanos (Boudreau et al., 2013; Ward e Treuting, 2014). Ratos machos F344,
Wistar e Sprague-Dawley sdo os mais utilizados (Rodrigues et al., 2002; Femia e Caderni,
2008; Pérse e Cerar, 2011). Assim como nos tumores de c6lon humanos, mutacdes em K-ras
sdo frequentes (30-60%), contudo raros ou ausentes em camundongos (Jackson et al., 1999), e
mutagdes de p—catenina ocorrem frequentemente em FCA, adenomas e adenocarcinomas de
colon, porém diferentemente dos humanos, raramente apresentam mutacbes do Apc (8%) e
raramente mutacGes do TP53 (Corpet e Pierre, 2005; Takahashi e Wakabayashi, 2005; Pérse e
Cera., 2011). Assim como nos tumores de célon humanos, a expressdo de enzimas associadas
a inflamacéo, 6xido nitrico sintase (iNOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2), estdo aumentadas na
carcinogénese do célon de rato induzida por AOM, assim como o aumento de 6xido nitrico
(NO) e de prostaglandinas estao envolvidas no desenvolvimento de tumor de c6lon (Takahashi
et al., 1997; Takahashi et al., 2000; Takahashi et al., 2004).

1.3.4 Focos de Criptas Aberrantes (FCA)

A identificacdo de lesGes precursoras de CCR tém sido um desafio de longa data em
roedores e nos seres humanos. E visto que o desenvolvimento de tumores é um processo
relativamente longo, podendo demorar de 6 a 8 meses para desenvolver em modelos in vivo
induzidos pela DMH/AOM, lesdes pré-neoplasicas em roedores podem ser usadas como
biomarcadores para avaliar o risco de desenvolver neoplasias no colon ou para identificar
moduladores da carcinogénese do colon em estudos de curto a médio prazos (Femia e Caderni,
2008; Pérse e Cerar, 2011).
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Os FCA (Figura 5) sao lesBes consideradas biomarcadores morfoldgicos empregados
para a avaliagdo da carcinogénese do célon em roedores e humanos (Bird, 2000; Pérse e Cerar,
2011; Suzui et al., 2013; Clapper et al., 2020). Além disso, os FCAs sdo importantes tanto no
estudo da toxicidade quanto no estudo de a¢des preventivas de diversos compostos (Bird, 2000;
Cheng e De Lai, 2003; Clapper et al., 2020). Estas lesdes foram relatadas pela primeira vez em
1987 por Bird. Os FCAs séo lesdes pré-neoplasicas na mucosa col6nica, caracterizada como
um conjunto de criptas aberrantes, causadas por defeitos de replicacao/diferenciacao celular,
identificadas por seu revestimento epitelial mais espesso, coloracdo mais escura em amostras
de cdlon coradas com azul de metileno (Bird, 1987; Pretlow, 1995; Di Gregorio et al., 1997).
Pretlow et al, 1991, relataram que o FCA era pelo menos trés vezes maior em didmetro do que
as criptas coldnicas normais, e a maioria dos FCA apresentam luz de forma oval ou como fenda
com formato de “foice”, diferentemente das normais. O tamanho dos FCA pode variar, de 1 a
412 criptas aberrantes por foco (Otori et al., 1995; Fenoglio-Preiser e Noffsinger, 1999).
Diversos fatores podem afetar o nimero, tamanho, padrdao morfolégico dos FCA, tais como:
idade, sexo e linhagem do modelo animal, protocolo experimental, frequéncia de exposicdo ao
carcindgeno, regido do colon examinado, dentre outros (Bird, 2000). Em termos de distribuicdo
dos FCA ao longo do célon em roedores induzidos com DMH ou AOM, a localizacdo da
maioria dos FCA ocorre nas regides mediais e distais do colon (McLellan et al., 1988; Shi,
Chiang e Kuo, 2004; Suzui et al., 2013). E importante destacar que as FCA podem regredir ao
longo do tempo, conforme observado em camundongos com dupla mutacdo Apc/Kras (Choi et
al., 2015), e em humanos (Schoen et al., 2008).

FCA podem ser classificadas morfologicamente como lesGes hiperplasicas ou
displéasicas (Bird, 2000; Clapper, 2020). FCA hiperplasicos sdo caracterizadas por criptas mais
longas ou maiores do que as normais; apresentam na porcéo apical morfologia serratil e uma
marcante hiperproliferacdo na porgao basal da cripta. Ademais, estas lesdes assemelham-se aos
polipos hiperplasicos, apesar de apresentarem uma camada de coladgeno subepitieal de
espessura normal em relacdo a estas lesdes neoplésicas (Fenoglio-Preiser e Noffsinger, 1999;
Bouzourene et al., 1999). Enquanto que os FCA displasicos possuem semelhancas
morfoldgicas e moleculares com os adenomas, e assim alcunhadas como “microadenomas” por
alguns autores (Roncucci et al., 1991; Choi et al., 2015; Clapper et al., 2020). Entretanto, existe
a possibilidade de que FCA hiperplasicos possam progredir em displasicos, através de um
estagio de transicdo epitelial identificado por ndcleos marcados por PCNA nos dois tercos

inferiores da cripta e por deplecdo de mucina (Otori et al., 1995).
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Figura 5 — FCA com > de 9 criptas aberrantes (De Moura et al., 2019).

Mutacdes de K-ras sdo mais frequentes em FCAs hiperplésicos em ratos (Stopera,
Murphy e Bird, 1992; Vivona et al., 1993), enquanto que a inativacdo de p53 é incomum em
FCA humanos (Yamashita et al., 1995; Shivapurkar et al., 1997) assim como em Apc
(encontrada em 5 de 84 FCAs em pacientes) (Jen et al., 1994; Otori et al., 1998), sendo
mutacdes mais comuns de encontrar em adenomas e adenocarcinomas. Ademais, metilagdes de
ilhas CpG foram encontradas em amostras de FCA em 53% de pacientes com CCR esporadico,
principalmente nas regides promotoras de MINT31, MGMT e MINTL1 (Chan et al., 2002). A
perda de heterozigose do gene protein tyrosine phosphatase receptor type J (PTPRJ - 11p11),
caracterizado como supressor tumoral, em FCAs, pode ser indicio de ser uma alteragdo

precursora da carcinogénese colorretal (Luo et al., 2006).

Os FCA displasicos sdo considerados lesdes precursoras de adenomas (Di Gregorio et
al., 1997; Clapper et al., 2020). Os FCAs displasicos sdo caracterizados por distor¢des da
estrutura da cripta, diminuicdo do nimero de células caliciformes, existéncia de estratificacao
nuclear e nucleos aumentados (Roncucci et al., 1991; Bird, 2000; Clapper et al., 2020). Estas
lesbes geralmente exibem acumulo de B-catenina nuclear e/ou deplecdo de mucina (Takahashi
et al., 2000; Mori et al., 2004). A administracdo de uma dieta hiperlipidica 20% (5% de 6leo
de soja + 15% de carne bovina por peso), aumentou a incidéncia de microadenomas em ratos
Sprague-Dawley induzidos por AOM administrada por via subcutdnea (2x 15mg/kg bw)
(Baijal, Fitzpatrick e Bird, 1998). FCA displasicos sdo mais comuns em pacientes de FAP
(Chan et al., 2002).
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Evidentemente, é possivel confirmar a presenca dos FCA displasicos em humanos
através da cromoendoscopia (Hurlstone et al., 2005; Cho et al., 2008; Kowalczyk et al., 2016).
Thorup (1997) encontrou uma correlacéo entre o grau de displasia e a multiplicidade de criptas
(ndmero de criptas aberrantes por foco), em ratos Wistar, indicando que os FCA podem crescer

em numero e tamanho, assim como, ha indicio de progressao em neoplasias ao longo do tempo.

Contudo, a predicdo do risco dos FCA elou recorréncia de CCR permanece
controverso (Lance e Hamilton, 2008; Schoen et al, 2008). Alguns autores ndo encontraram
correlagéo entre os FCA e a formagéo adenomas ou adenocarcinomas em roedores, levantando
0 questionamento se poderiam ser as lesdes precursoras dos tumores colorretais (Hardman et
al., 1991; Cameron, Garza e Hardman, 1996; Paulsen et al., 2005). Paulsen et al. (2005)
encontraram que os FCA hiperplasicos e displasicos em ratos machos Fisher F344 induzidos
pela AOM (15 mg/kg peso corpéreo, duas doses) ndo apresentaram expressdo alterada de [3-
catenina ou baixa expresséo de ciclina D1, as quais estdo relacionadas com ativacdo da via
WNT e a progressdo da carcinogénese. Magnunson, Carr e Bird (1993) encontraram que 0
consumo do Acido Célico (AC) em ratos machos Sprague Dawley ndo promoveu o maior
namero de FCA em comparagdo ao grupo que recebeu apenas AOM, em contraste ao numero
de adenomas e adenocarcinomas ser maior no grupo AC do que o controle positivo. Nao
obstante, foi observado que alguns FCA, principalmente os de maior multiplicidade, poderiam

ser precursores dos adenomas, indicando um possivel papel seletivo do AC em alguns FCA.

Como biomarcador clinico, € possivel identificar os FCA em seres humanos, contudo,
estdo presentes em menor numero em relacdo aos roedores (Hurlstone et al., 2005), o que €
evidente em outras lesdes preneoplasicas, tais como os focos depletados de mucina (MDF) no
colon (Gupta et al., 2017). Ademais, os FCA podem regredir de maneira espontanea, o que
dificulta o seu acompanhento na evolucéo da carcinogénese colorretal nos pacientes (Schoen et
al, 2008). Portanto, o seu valor preditivo no CCR ndo demonstra ter importancia clinica quando
comparado aos adenomas coldnicos (Lance e Hamilton, 2008). N&o obstante, isto ndo reduz a
sua relevancia no estudo da carcinogénese colorretal in vivo, principalmente no delineamento
de ensaios clinicos avaliando compostos quimiopreventivos (Corpet e Pierre, 2005; Afrin et al.,
2020). Wargovich et al., 2000 avaliaram 78 compostos potenciais quimiopreventivos, dentre

eles a aspirina e a epigalocaquetina-galato, na modulagdo de FCA em ratos F344 Fischer.
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1.4 Heme presente na carne vermelha como fator de risco de CCR esporadico

1.4.1 Consumo de Carne Vermelha e Processada

A carne vermelha contém proteinas e micronutrientes de alto valor, como vitaminas
do complexo B, ferro e zinco. A denominagdo de carne processada refere-se a carne
transformada através de processos para melhorar o sabor ou a sua preservacdo (IARC, 2015).
Varios estudos prospectivos mostraram uma associacao entre o risco de CCR e o alto consumo
de carne vermelha e processada (Norat et al., 2005; Larsson et al., 2005; Oba et al., 2006).
Norat et al. (2005) concluiram que o consumo de carne vermelha esta positivamente, mas nao
significativamente relacionado ao risco de CCR, enquanto o consumo de carne processada esta
significativamente relacionado. Um estudo de metanalise concluiu que o consumo de 100 g /
dia de carne vermelha e 50g / dia de carne processada esta associado a 17% e 18% de risco de
CCR, respectivamente (Chan et al., 2011; IARC, 2015). Consonantemente, um consumo de
100 g/dia de carne vermelha e 50g/dia de carne processada esta associado a um risco de 27% e
29% de adenomas colorretais, respectivamente (Aune et al., 2013). Portanto, ha evidéncias
suficientes da ingestdo elevada de carne vermelha processada em seja carcinogénica seres
humanos, contudo, ha evidéncias limitadas da carcinogenicidade do alto consumo da carne

vermelha ndo processada (IARC, 2015).

O risco de CCR pelo consumo de carne vermelha e processada pode ser explicado por
seus componentes quimicos, que podem ser carcinogénicos, como aminas aromaticas
heterociclicas (HAA), gordura saturada alta, N-nitroso-compostos (NOC), e ferro heme. Os
HAA sdo formados durante o processo de agquecimento no cozimento da carne (Alagjos e
Afonso, 2011). Em um estudo de coorte, HAA como MelQx e DiMelQx, compostos de nitrito
e nitrato (NOC) e ferro heme estéo associados ao risco de CCR e podem explicar a associagao
entre ingestdo de carne vermelha e processada e CCR (Cross et al., 2010). Uma abordagem
experimental desses fatores de risco foi avaliada, onde o ferro heme promoveu a carcinogénese

do cblon independentemente do NOC e HAA em modelo de roedores (Bastide et al., 2015).

1.4.2 Heme — Biossintese, Epidemiologia e Efeitos Biologicos

Heme, ou ferro heme-conjugado ao atomo de ferro (ferriprotoporfirina 1X) consiste
em um atomo de ferro presente no centro do anel heterociclico chamado porfirina (Ryder e
Tyrell, 2000; Sesink, 2000). A sintese de heme é indispensavel para a vida e esta presente em

todas as células do organismo, exceto em eritrécitos maduros (Meyer, 2007). Heme é
30



sintetizado e degradado continuamente, processo que ocorre de maneira homeostatica pela
enzima heme oxigenase (HO), pois 0 excesso ou a deficiéncia de heme sdo prejudiciais para a
célula. Heme livre, ndo apropriadamente ligado, € um agente pré-oxidante e potencialmente
toxico (Sesink, 2000; Meyer, 2007; Correia, Sinclair e De Matteis, 2011; Khan e Quigley,
2011).

Heme exerce uma funcéo prostética em proteinas denominadas hemoproteinas (Figura
5), as quais estdo envolvidas em vérias fungdes bioldgicas, incluindo ligacao de oxigénio, como
as hemoglobinas e mioglobinas (Ponka, 1999; Ryter e Tyrell, 2000; Correia, Sinclair e De
Mateis, 2011), metabolismo do oxigénio, dentre elas as oxidases e peroxidases (Naussef,
McCormick e Hong Yi, 1992; Gatterman et al., 1997) e transferéncia de elétrons, como o
citocromo ¢ (Dumont et al., 1991; Howe e Merchant, 1994). Além disso, participa na sintese
ou na regulacdo de outras proteinas, tanto a nivel proteico quanto a nivel molecular; tais como
a catalase (Hamilton, Hofbauer, e Ruis, 1982; Hortner et al., 1982), GMP ciclico (Stone e
Marletta., 1998; Ikuta, Ausenda e Cappellini, 2001), éxido nitrico (White, 1992) e atividade
neurotrofica (Kimura et al, 2008; Ohta et al, 2015). O destino da hemoglobina heme é bem
definida: sofre sintese nos eritrdcitos e degradacdo final do sistema reticulo endotelial (Ponka,
1999; Sesink, 2000; Meyer, 2007) (Figura 6).
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Myoglobin (ALAS1)
Cyt. Extracellular Signalling
Cyt.a, ¢ (TLR4)
P450s
Neurotrophic Activity
N
OSs \ / (Neudesin)
Catalasgk miRNA Processing
Cyt. bs\ o, _____—(bGceRs)
PeroxidasesQ / K-lon Channel
—_—
Tryptophan « ——— (Slo1)
2,3-Dioxygenase (TDO) o
s Lo Transcriptional
sGuanylate Cyclase HEME (Bach1, NPAS2)
Cvclooxygenase/ Translational
PG/PC Synthases (HRI)

Gas Sensors

/

ALAS13> > > > SYNTHESIS DEGRADATION (HO-1)

Figura 6 — Papel do heme em diversas funcdes bioldgicas, tanto prostéticas quanto regulatorias
(Correia et al, 2011).
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A biossintese do heme envolve 8 enzimas, 4 das quais sao citoplasmaticas e 4 das quais
sdo mitocondriais (Figura 7). A primeira etapa ocorre na mitocondria e envolve a condensagéo
de succinil coenzima A (CoA) e glicina para formar o acido 5-aminolevulinico (ALA),
catalisado pela ALA sintase (ALA-S). As proximas 4 etapas biossintéticas ocorrem no citosol.
ALA desidratase (ALA-D) converte duas moléculas de ALA para um porfobilinogénio
monopirrol (PBG). Duas etapas enzimaticas subsequentes convertem 4 moléculas de PBG no
tetrapirrol uroporfirinogénio ciclico Ill, que é entdo descarboxilado para formar
coproporfirinogénio 111. As trés etapas finais desta via, incluindo a insercdo de Fe?* em
protoporfirina IX por ferroquelatase, ocorre nas mitocondrias (Ponka, 1999; Ryter e Tyrell,
2000).
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Figura 7— Via da biossintese do heme (Polka, 1999) na mitoc6ndria condensacdo de succinil
coenzima A (CoA) e glicina para formar o &cido 5-aminolevulinico (ALA), catalisado pela ALA sintase (ALA-S).
no citosol. ALA desidratase (ALA-D) converte duas moléculas de ALA para um porfobilinogénio monopirrol
(PBG). 4 moléculas de PBG no tetrapirrol uroporfirinogénio ciclico Ill, ha descarboxilagdo para formar
coproporfirinogénio Ill. A insercdo de Fe?* em protoporfirina 1X por ferroquelatase, ocorre nas mitocdndrias
(Ponka, 1999; Ryter e Tyrell, 2000).

Na via da degradacgéo, heme oxigenase microssomal catalisa a etapa limitadora da taxa

no metabolismo do heme (Figura 8). Ambas as isozimas de heme oxigenase (HO-1 e HO-2)
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oxidam heme, ou ferriprotoporfirina IX, ao pigmento biliar biliverdina-1Xa (BV), de carater
antioxidante, em uma reacgdo que requer 3 moles de oxigénio molecular. NADPH: citocromo
p-450 redutase, reduz o heme férrico como um pré-requisito para cada ciclo de ligacdo e
ativacdo de oxigénio. A clivagem do anel heme libera o a-meteno e faz a ponte de carbono
como monoxido de carbono, gerando o complexo biliverdina-ferro (BV-Fe-I11). Um NADPH
adicional a reducdo dependente libera Fe-11 do BV. O BV é reduzido a bilirrubina por NAD
(P)H: biliverdina redutase (Polka, 1999; Ryter e Tyrell, 2000).
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Figura 8 — Via da degradag&o do heme (Ryter e Tyrell, 2000). Heme oxigenase oxidam heme,
ou ferriprotoporfirina IX, ao pigmento biliar biliverdina-1Xa (BV). NADPH: citocromo p-450 redutase, reduz o
heme férrico para ativacéo de oxigénio. A clivagem do anel heme libera 0 a-meteno e faz a ponte de carbono como
mondxido de carbono, gerando o complexo biliverdina-ferro (BV-Fe-111). NADPH dependente libera Fe-11 do BV.
O BV é reduzido a bilirrubina por NAD (P)H: biliverdina redutase (Polka, 1999; Ryter e Tyrell, 2000).

Heme, um complexo hidrofébico de baixo peso molecular, pode promover reagdes
deletérias dependentes de ferro levando a geracdo de ROS e lipoperoxidagdo (Ryter e Tyrell,
2000). O consumo de heme presente em carnes vermelhas e processadas pode estar associado

a um risco maior de desenvolver o CCR (Sesink, 1999; Santarelli, 2008). Foi demonstrado que
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0 heme é um potencial carcinégeno por causa de seus efeitos genotdxicos e citotdxicos na
mucosa colonica, sendo assim um indutor ou promotor de carcinogénese colorretal (Bastide et
al., 2011). O ferro heme catalisa a oxidacdo de gorduras poliinsaturadas, gerando aldeidos,
como malondialdeido (MDA) e 4-hidroxinonenal (4-HNE). Estes produtos sdo tanto
mutagénicos quanto citotoxicos (Bastide et al., 2011, 2015). O ferro heme teve um papel
importante na promogdo da carcinogénese do célon no modelo de ratos Fisher F344 induzido
quimicamente e validado em tumores em camundongos APC min (Bastide et al., 2015).
Ademais, 0,2 umol/g heme induziu hiperproliferagdo nos dias 4 e 7 de ingestdo, como uma
compensacdo para a citotoxicidade gerada pelo estresse oxidativo. A nivel molecular, heme
induziu a curto prazo o aumento de genes relacionados com a lipoperoxidacao e lipogénese:
Ppara e Ppary, enquanto que a longo prazo modulou genes envolvidos com a carcinogénese

colorretal: aumento de Myc e reducdo de TP53 (ljssennagger et al., 2013).

Estudos epidemioldgicos do consumo estimado de ferro heme na carne vermelha
foram realizados. A metanalise de Bastide et al. (2011) concluiu que hd um risco moderado
entre CCR e o alto consumo de ferro heme, no entanto o estudo apresenta limitacGes apontadas
pelos autores, tais como o baixo nimero de estudos coorte incluidos: cinco; e a mensuracéo do
consumo de ferro heme diferia entre os estudos. O consumo de heme é geralmente avaliado
pela aplicacdo de um fator para o teor total de ferro (0.4), estimando-se um valor total para
todas as carnes (Bastide et al., 2011), enquanto Balder et al. (2006) estimaram a propor¢do do
heme em diferentes carnes, tais como bife, porco, frango, peixe, etc; com base ao Dutch Food
Composition Database. Cross et al. (2003) demonstrou que a ingestdo suplementada de 8mg
de ferro heme, proporcional a 50g de paté de figado, aumentou a concentracdo de compostos
nitrosos nas fezes de pacientes homens de 25 a 74 anos por um periodo de 15 dias, sugerindo
um papel mutagénico ou carcinogénico do ferro heme no célon em humanos. Por sua vez,
Balder et al. (2006) indicaram que o consumo de pelo menos 1g/dia de heme poderia estar

associado a um risco maior de CCR em homens entre 55 a 69 anos.

1.5 Quimioprevencdo da Carcinogénese

Durante décadas, a incidéncia, morbidade e mortalidade do céncer no mundo
permanecem constantes, juntamente com 0s custos crescentes referentes aos cuidados ou
tratamento do céncer. Portanto, hd um interesse crescente em estratégias para a prevencao,
contudo, desde um ponto de vista global, a prevengéo do cancer esta entre um dos desafios mais
significativos que enfrentam as populagdes em envelhecimento (Mariotto et al., 2011; Farrelly,
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2021). A quimioprevenc&o é definida como o uso de agentes naturais, sintéticos ou biol6gicos
para reverter, suprimir ou impedir as fases iniciais da carcinogénese ou a progressao de celulas
pré-malignas com potencial invasivo/metastatico (Sporn., 1976; De Flora e Ferguson, 2005;
Steward e Brown, 2013). A quimioprevencdo tem como principio intervir nas etapas de
iniciacdo, promocédo e/ou progressdo do tumor/neoplasia. Inimeros mecanismos potenciais
foram descritos, e foram propostas tentativas para classificar os agentes de acordo com 0s
efeitos que eles exercem sobre os diferentes estagios da carcinogénese (De Flora e Ferguson,
2005; Steward e Brown, 2013).

Os compostos que inibem a iniciacdo ao cancer sdo tradicionalmente denominados
"agentes bloqueadores”. Eles podem agir impedindo a interacdo entre agentes cancerigenos
quimicos ou radicais livres endogenos e o DNA, reduzindo assim o nivel de dano e mutacao
resultantes que contribuem ndo apenas para a iniciacdo da carcinogénese, mas também para a
instabilidade gendmica progressiva e a transformacdo neoplésica geral. A protecdo pode ser
alcancada como consequéncia da diminuicéo da captacdo celular e ativacdo metabdlica de pro-
carcindgenos e/ou desintoxicacdo aprimorada de eletrofilos reativos e eliminacdo de radicais
livres, bem como inducéo de vias de reparo (Yu e Kong, 2007; Valko et al., 2007). A regulacéo
negativa das respostas inflamatérias cronicas, assim como a producgédo de ROS e ENOS também
podem contribuir para a atenuacdo da carcinogénese (Stewart e Brown, 2013; Kim, Kacew e
Lee, 2016).

Os agentes preventivos podem atenuar a promocdo e/ou a progressdo das células
iniciadas; esses compostos sdo frequentemente denominados "agentes supressores”. Os
principais mecanismos relatados que contribuem para essa atividade envolvem a inibicdo das
vias de transducdo de sinal de vias pro-inflamatdrias, por exemplo, vias que envolvem o NF-
kB para reduzir a promogdo tumoral, que de outra forma levariam ao desequilibrio da
proliferacdo celular, assim como a ativacdo de vias pré-apoptoticas (De Flora e Ferguson, 2005;
Karin, 2006; Stewart e Brown, 2013).

Compostos naturais ou sintéticos foram avaliados para determinagdo do perfil
preventivo em ensaios pré-clinicos quanto clinicos. Como exemplo, a aspirina tem demonstrado
potencial anticarcinogénico no célon pela inibigdo do desenvolvimento de ACF em ratos F344
Fischer (Wargovich et al., 2000). A aspirina faz parte do grupo de farmacos anti-inflamatorios
ndo esteroidais (AINEs) com capacidade supressora da COX-2 e subsequente supressdo da

promoc&o da carcinogénese (Fernandez, Prescott e Burt, 2003). O efeito preventivo da aspirina
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in vivo foi observado em em quatro estudos de triagem em pacientes nos quais foram
administrados o farmaco, ha reducdo de 10% do risco de desenvolver CCR ascendentes e 32%
o cancer retal (Rothwell et al., 2010). Conforme comentado no tépico 1.3.4, ensaios pré-clinicos

sd0 necessarios para o delineamento de posteriores estudos clinicos.

Contudo, cautela deve ser tomada sobre os resultados obtidos nestes modelos de
carcinogénese colorretal in vivo, para se evitar categorizacdo de compostos carcinogénicos ou
quimiopreventivos em seres humanos, pois nem o sempre o agente estudado em roedores
apresentara os mesmos efeitos em humanos (Bruce, 2003). O B-caroteno, em ensaios clinicos
em 14.564 pacientes, ndo demonstrou efeito protetor contra 0 CCR, assim como em cancer
pulmonar e outros canceres (Alpha-Tocopherol, Beta Carotene Cancer Prevention Study
Group, 1994). Por outro lado, ratos Fisher F344 que receberam por 5 semanas baixas doses de
B-caroteno (100 e 200 ppm) apresentaram menor numero total de FCA (74+6,6 e 6215,4,
respectivamente) em comparacao ao grupo controle iniciado com a AOM (98+8,2), porém, em
concentragdes maiores de -caroteno (1,000 e 2,000 ppm), o numero total de FCA aumentou,

indicando que o efeito dose-resposta nem sempre é evidente (Raju et al., 2004).

2. Arthrospira (Spirulina platensis) spp.

2.1 Aspectos Morfoldgicas e de Consumo Humano da Arthrospira spp. (Spirulina platensis)

2.1.1 Origem e Taxonomia

As cianobactérias (cyanoprokaryotes) sdo um dos grupos mais antigos de organismos
da Terra, com alguns representantes fosseis com morfologia muito semelhante as espécies
atuais (Schopf, 1974; Komarek, 2014). No entanto, é dificil discernir sua histéria evolutiva
longa e complexa simplesmente pela morfologia. Aparentemente surgiram e/ou desapareceram
varias vezes durante a evolugéo das espécies e géneros modernos (Gugger e Hoffmann, 2004,
Schirrmeister et al., 2011).

O género Arthrospira (Oscillatoriales, Microcoleaceae) (Komarek et al, 2014) tornou-
se universalmente aceito, de acordo com os taxonomistas. Desde que Arthrospira foi relatada
pela primeira vez em 1852 por Stizenberger, muitas espécies desse género de cianobactérias
helicoidais foram descritas e isoladas. No entanto, sua classificagdo ha muito tempo nédo tem
sido bem esclarecida. Geitler (1925) invalidou o género Arthrospira em sua reviséo das

Cyanophyceae e incluiu todos os Oscillatoriales, no género descrito como Spirulina (Turpin
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1829). A maioria dos autores tinha seguido a descrigdo de acordo a Geitler por um longo tempo,
porém, cada vez mais 0s pesquisadores observavam que 0s géneros Arthrospira ou Spirulina
eram distintos morfologicamente, o que depende de fatores ambientais, como temperatura e pH.
As evidéncias que sustentaram isso foram resumidas por Komarek e Anagnostidis (2005).
Inclusive, o nome “Spirulina platensis”, produzida e comercializada em larga escala, é muito
diferente de acordo com todos os aspectos filogenéticos e critérios citoldgicos, ndo pertencendo

a esta ordem e devendo ser classificada no género Arthrospira (Komarek et al., 2014).

Viti et al. (1997), utilizando a andlise do perfil total de restricdo de DNA, realizada em
10 cepas pertencentes a Arthrospira maxima (Spirulina maxima) e Arthrospira fusiformis
(Spirulina platensis), encontraram um grande consenso entre esses agrupamentos genotipicos
e aqueles agrupados segundo critérios morfologicos. Posteriormente, Scheldeman et al. (1999),
por meio de estudo filogenético empregando a Andlise Amplificada de Restricdo ao DNA
Ribossomico (ARDRA), testaram 51 culturas de Arthrospira spp. que teoricamente
representavam 37 genotipos Unicos obtidos de diferentes colecBes de culturas, provenientes de
quatro continentes. Os estudos confirmaram uma clara separacao entre Spirulina e Arthrospira
e a presenca de dois grupos principais de genotipos dentro de Arthrospira spp., que nao estavam
relacionados quanto & origem geografica das linhagens, sua denominagdo ou caracteristicas

fenotipicas.

Em 2002, Manen e Falquet investigaram a diversidade genética de 23 linhagens
naturais, cultivadas e comerciais de Arthrospira spp., comparando o género com outras 20
linhagens de cianobactérias ndo pertencentes a Arthrospira spp., utilizando o locus da
ficocianina (cpcB-cpcA). Esses estudos confirmaram mais uma vez que Arthrospira ndo esta
relacionado a Spirulina e, pela primeira vez, mostraram que 0 género anterior constitui um
grupo monofilético fortemente sustentado. Além disso, as trés linhagens geneticamente
agrupadas, de acordo com as quais Arthrospira spp. foram divididas, confirmaram a

incompatibilidade geral entre sua origem geografica e morfologia.

2.1.2 Morfologia e Distribuicao

As principais caracteristicas morfoldgicas do género Arthrospira sdo os arranjos dos
tricomas cilindricos multicelulares em uma hélice aberta a esquerda ao longo de todo o
comprimento, cujo diametro é relativamente grande, além do arranjo transversal das paredes

celulares caracteristicos deste género (Figura 9) (Vonshank et al., 1997; Gershwin e Belay,
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2008). Em contraste, as microalgas do género Spirulina apresentam um tricoma em forma de
parafuso, com didmetro uniforme e estreito (0,5-3 mm), sem vacuolos gasosos e com granulos

proeminentes (Gershwin e Belay, 2008; Sili, Torzillo e Vonshank, 2012).

Figura 9 — Visualizacdo microscopica da Arthrospira fusiformis (Spirulina platensis) isolada do lago
Kailala. a. A. fusiformis cultivada em laboratério b. A. fusiformis cultivada em laboratério c. A. fusiformis cultivada

em cultura celular d. A. fusiformis em flurorescéncia como mostrado em c. (Sili, Torzillo e Vonshank, 2012)

A organizacdo celular do género Arthrospira, observada por microscopia eletronica, é
caracteristico de organismos procaridticos, sendo desprovidos de envelope nuclear, ou
carioteca, e exibe uma parede celular caracteristica de bactérias gram-negativas (Van
Eykelenburg, 1979; Vonshak et al., 1997).

Com relacéo as alteracbes morfologicas relacionadas a luz e temperatura, a intensidade
da luz ndo afeta o tamanho do passo da hélice nem seu didmetro, enquanto a temperatura
influencia ambas as caracteristicas, é evidente que a ondulagédo da hélice e o didmetro da hélice
diminuem com o0 aumento da temperatura, ou seja, tornam-se mais fortemente enrolada com o
aumento da temperatura (Van Eykelenburg, 1979; Vonshak et al, 1997). Ndo ha mudancas
significativas na espessura da camada de peptidoglicano em Arthrospira spp. cultivado em
temperaturas variando de 13,5 a 38,5 °C (Figura 10). Com 0 aumento da temperatura, o tricoma
tende a se encurtar. Em baixas temperaturas, filamentos foram observados em 20 mm, enquanto
em altas temperaturas (acima de 30 ° C), o comprimento dos filamentos nunca excede alguns

milimetros.
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Figura 10- Alteracdo do comprimento (tricoma) e espessura da parede celular de Arthrospira
(Spirulina platensis) spp. em diferentes temperaturas (Van Eykelenburg, 1979). 3a. Parede celular de crescido

em 16.5°C. 3b. A. (Spirulina platensis) spp. em 25.0°C. 3c. O mesmo organismo em 37.0°C.

As espécies de Arthrospira foram isoladas principalmente de aguas alcalinas e salinas
em regides tropicais e semitropicais (Vonshak et al., 1997; Koméarek e Anagnostidis 2005;
Gershwin e Belay, 2008). Um dos fatos marcantes sobre os lagos alcalinos é que, apesar da sua
aparente condicdo desfavoravel, esses ambientes sdo extremamente produtivos devido a
temperatura ambiente, luz altamente incidente e altas concentracdes de CO (Gershwin e Belay,
2008; Sili, Torzillo e Vonshank, 2012). Entre as vérias especies, A. fusiformis (Spirulina
platensis) esta amplamente distribuida (A. platensis sensu Rich 1931), principalmente na
Africa: Chade, Quénia, Egito, Etiopia; leste: Russia, Paquistdo; e sudeste asiatico: india, Sri
Lanka, Mianmar; e América do Sul: Uruguai, Peru. A. maxima esta majoritariamente distribuida
na América do Norte: México e EUA (Vonshak et al., 1997; Komarek e Anagnostidis, 2005;
Gershwin e Belay, 2008).

Cabe salientar, Arthrospira spp. podem tolerar niveis muito elevados de pH (acima de
10); luz e salinidade, devido a mecanismos de homeostase celular e 0 aumento da producéo de
antioxidantes (Dhiab et al., 2007; Urek e Tarhan, 2012; Ismaiel et al., 2016). Valores de pH de

9,5 séo considerados 6timos para o crescimento de Arthrospira spp. (Ismaiel et al., 2016).
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2.1.3 Métodos de Extracéao e Cultivo

A disponibilidade de luz, temperatura e nutrientes sdo os principais fatores a serem
considerados para um crescimento adequado das microalgas do género Arthrospira (Vonshank
e Guy, 1992; Gershwin e Belay, 2008; Vonshank et al., 2014). A determinacao da composicédo
do meio de cultivo da Arthrospira spp. € necessaria a fim de otimizar a producdo com valor
terapéutico e nutricional (Lafarga, 2019; Papalia et al., 2019).

O nitrogénio € essencial na fotossintese e no metabolismo do carbono nas
cianobactérias, por isso um meio acrescido de nitrogénio é determinante na composicao da
biomassa, pois apesar da diminuicdo na concentragdo de compostos carotenoides e de
carboidratos, hd& um aumento consideravel nas concentracGes de proteinas e compostos
essenciais para as microalgas, tais como as c-ficocianina e clorofila a (Turpin, 1991; Gordillo
et al., 1998). Por sua vez, a amonia (NHs) é requerida para o crescimento das cianobactérias, é
empregado como um recurso de baixo custo (Rodrigues et al., 2010), contudo, concentragdes
de amonia acima de 2,5 mM ¢é toxica para muitos organismos fotossintéticos, inibindo a
captacdo de CO, e, portanto, a fotossintese (Abeliovich e Azov, 1976), no entanto em pH
alcalinos (9,5-10), a Arthrospira spp € mais resistente aos efeitos toxicos da aménia (Belkin e
Boussiba, 1991). Assim, a adi¢do de nitrogénio em forma de nitrato (NO3) a base de aménia no
meio de cultura é necessario para prevenir qualquer efeito danoso a microalga (Rodrigues et
al., 2010; Rodrigues et al., 2011).

2.1.4 Comercio e Aplicabilidade

A biomassa produzida dessa cianobactéria é vendida principalmente para 0 mercado
de aditivos alimentares naturais na forma de p6 ou em comprimidos/capsulas. Além disso, o
produto comercializado € empregado principalmente como corante natural na industria de
cosméticos (Papalia, Sidari & Panuccio, 2019; Lafarga, 2020; Grosshagauer, Kraemer e
Somoza, 2020). Assim como foi selecionado pela NASA como um dos principais alimentos

para missdes espaciais (Tadros, 1993).

Ha um grande interesse no uso passado e presente de Arthrospira spp. como alimento.
Foi descrito como as tribos africanas que vivem ao longo do lago Chade coletam essa alga. A
biomassa é colhida nos corpos d'agua perto do lago e seca ao sol nas margens para produzir um
bolo escuro endurecido chamado “dihé”, dividido em pequenas porcdes e usado de diferentes

formas pelas populagdes locais como parte de sua alimentagéo diaria (Figura 11) (Ciferri, 1983;
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Gerswhin e Belay, 2008; Carcea et al., 2015). Assim como Arthrospira spp. também foi
encontrada nas aguas do lago Texcoco, no México (Ciferri, 1983; Gerswhin e Belay, 2008; Sili,
Torzillo e Vonshank, 2012). Nessa regiao, tinha sido usado como alimento pelos nativos que
residiam na area. Expedicionarios espanhdis no México durante o seculo XVI descreveram
como os astecas usavam uma massa macia, verde-azulada, colhida com redes finas do lago,
para produzir uma variante de pao chamado “tecuitlatl” (Ciferri 1983). Posteriormente, a
Arthrospira spp. chamou a atencdo do Institute Francaise du Pétrole sobre floracGes de
cianobactérias nas lagoas de evaporacédo da instalacdo industrial de producao de refrigerante no
lago Texcoco, perto da Cidade do México, levando ao primeiro estudo detalhado dos requisitos
de crescimento e fisiologia da Arthrospira spp. (Ciferri, 1983; Sili, Torzillo e Vonshank, 2012).
A pesquisa de Zarrouk (1966) foi a base para o estabelecimento do crescimento em grande

escala da biomassa de Arthrospira spp.

Para fins de comercializagdo, os processos de armazenamento e distribuicdo de
Arthrospira spp. sdo importantes passos a serem considerados para a preservacdo do produto,
mantendo suas propriedades nutricionais e funcionais (Papalia, Sidari e Panuccio, 2019;
Lafarga, 2020; Grosshagauer, Kraemer e Somoza, 2020). Além da biomassa fresca, a maioria
dos produtos da Arthrospira spp. estdo principalmente compostos na forma seca, tais como
comprimidos, capsulas e também como extratos ou processados em massas, biscoitos e outros

produtos alimentares funcionais (Papalia, Sidari e Panuccio, 2019; Lafarga, 2020).

Para processar Arthrospira spp., a secagem em estufa é um dos métodos convencionais
mais usados, mas a perda de agua e a temperatura durante o processo de secagem podem
danificar as moléculas sensiveis ao calor e reduzem o nimero e a qualidade dos compostos em
comparagdo com o produto original (Ratti, 2001). A liofilizag&o é uma técnica que resulta em
produtos desidratados de melhor qualidade, preservando a matéria-prima de choques térmicos.
As baixas temperaturas necessarias e o estado sélido da 4gua durante a liofilizacdo protegem a
estrutura das proteinas, porém é frequentemente considerado um processo de secagem

demorado e de alto-custo (Ratti, 2001; Papalia, Sidari e Panuccio, 2019).
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Figura 11 — Coleta da Arthrospira fusiformis e preparagéo do “dihé”

(Sili, Torzillo e Vonshank, 2012)

No entanto, a liofilizagdo pode levar a diminuigdo das propriedades antioxidantes
causada pela degradagéo de certos bioativos (Rahman et al., 2015; Papalia, Sidari e Panuccio,
2019). Outro método € o congelamento em -30 a -40°C, cujo intuito € evitar o extravasamento
de solutos pelo rompimento da membrana celular causada pela hipertonicidade celular,
contudo, este método reduz a capacidade antioxidante medida pelo DPPH. Portanto, ndo existe
métodos de conservagdo e estocagem ideais, e dependera com que fim sera empregada a

biomassa, seja na industria alimentar ou na area médica (Papalia, Sidari e Panuccio, 2019).

2.1.5 Consumo e Contaminacéo

O crescente interesse pela Arthrospira spp. é dado ao seu alto teor de proteina, bem
como a presenga de vitamina B12 e outros micronutrientes (Lafarga, 2020; Grosshagauer,
Kraemer e Somoza, 2020). Assim como todas as cianobactérias, Arthrospira spp. tem alta
digestibilidade devido a falta de celulose em sua parede celular, o que facilita 0 seu consumo
humano (Tomaselli, 2004).

No entanto, o consumo e comercializa¢ao de Arthrospira spp. podem ser afetados pela
poluicéo durante o seu desenvolvimento e producédo no ecossistema marinho visto que, como
em outras cianobactérias, é capaz de absorver e acumular metais toxicos, ligando-0s a suas

proteinas, polissacarideos e grupos amino (Sayadi et al., 2019). O acumulo de oligoelementos
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como B, Ba, Li, Ni, Sr e V e metais tdxicos como Al, Cd e Pb foram relatados (Rubio et al.,
2017; Paz et al., 2019, Rabio et al., 2020).

A presenca das toxinas é possivel ou pela acdo da prépria Arthrospira spp. ou por
outras microalgas (Ballot et al., 2004). As cianobactérias produzem metabdlitos e alguns
géneros tém o potencial de produzir toxinas, tais como as microcistinas, nodularinas,
saxitoxinas, anatoxina smf, dentre outras (Jiang et al., 2008; Rellan et al., 2008; Roy-Lachapelle
et al., 2017). Anatoxina A, um potencial agonista receptor da acetilcolina causa paralisia,
espasmos musculares e dificuldades respiratorias. LD50 em camundongos € de 200-250 pg/kg
qguando administrado intraperitonealmente (Devlin et al., 1977; Rogers et al., 2005). A
contaminacdo em produtos de Arthrospira spp. ocorre pela presenca de outras cianobactérias
indesejadas, principalmente em ambientes ndo controlados e de baixo monitoramento, como
nas lagoas ou lagos (Rogers et al., 2005; Jiang et al., 2008; Rellan et al., 2008; Roy-Lachapelle
etal., 2017).

2.2 Aspectos Nutricionais e Funcionais da Arthrospira spp.

2.2.1 Composicao da Arthrospira spp. — Perfil de Macro e Micronutrientes

Produtos extraidos Arthrospira spp. compde-se nutricionalmente de 64-74% de
proteinas, 9-14% de lipidios e 12-20% de carboidratos, valores totalmente dependentes dos
métodos de extracdo e cultivo (Ciferri, 1983; Rosa et al., 2015; Lafarga et al., 2019;
Grosshagauer, Kraemer e Somoza, 2020) Alguns dos lipidios mais comuns encontrados na
Arthrospira spp. incluem acido y-linolénico (18: 3, n-6) e acido palmitico (16: 0), (Morist et
al., 2001; Ljubic et al., 2018). B-caroteno é comumente presente na biomassa da Arthrospira
spp, cuja concentragdo varia entre 33,5 e 231,6 mg/100 g (Carcea et al., 2015).

Devido a sua alta concentracdo protéica, bem como um alto teor de aminoacidos
essenciais, produtos derivados de Arthrospira spp. tém sido recomendados pela Organizagédo
Mundial da Saude (OMS) (Ciferri, 1983; Ortega-Calvo et al., 1993; Morist et al., 2001). As
proteinas mais relevantes encontradas em Arthrospira spp. sdo as ficobiliproteinas, sendo a
mais representativa a C-ficocianina (C-FC) (Eriksen, 2008; Kuddus et al., 2013).
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2.2.2 C-FC — Estrutura e Mecanismos anticarcinogénicos em ensaios in vitro e in

Vivo

C-FC e uma proteina de pigmentacéo azul presente nas cianobactérias, principalmente
a Arthrospira spp., constituindo 20% do peso seco, com propriedades anti-inflamatérias e
antioxidantes (Liu et al., 2016; Wu et al., 2016; Finamore et al., 2017). C-FC é composto por
duas subunidades relativamente homodlogas: a cadeia o com uma ficocianobilina ligada a
cisteina 84 e a cadeia B com duas ficocianobilinas acopladas nas cisteinas 84 ¢ 155 (Duerring
et al., 1991; Eriksen, 2008). Além da C-FC, existem outras ficocianinas, como a R-ficocianina
(RPC) e a aloficocianina. Assim como a C-FC com pigmentacéo fluorescente azul-esverdeada,
existe a ficoeritrina, cujo pigmento é avermelhado (Eriksen, 2008; Kuddus et al., 2013)

Estudos in vitro tém mostrado propriedades anticarcinogénicas da C-FC isolada da
Arthrospira spp. C-FC na concentracdo de 20puM induziu apoptose em células de leucemia
mieldide cronica humana, com a observacao de retracdo do citoplasma, formacéo de bolhas na
membrana e condensacdo cromatinica, picnose e fragmentacdo nuclear. A apoptose induzida
por C-FC em macréfagos RAW 264,7 parece ser mediado pela liberagdo do citocromo c das
mitocondrias e independente da expressdo de Bcl-2. Esses efeitos da C-FC podem ser devidos
a niveis reduzidos de PGE2 como resultado da inibicdo da COX-2 (Reddy et al., 2003). A
apoptose de células K562 causado pela C-FC pode estar relacionada com a liberacdo do
citocromo c, clivagem e inativacdo de poli-ADP-ribose polimerase (PARP) pelas caspases, e
regulacdo negativa de Bcl-2. Andlise por FACS mostrou o aumento de células apoptéticas
hipodiploides e a diminuicdo de células na fase S e G2 do ciclo celular, o que pressupde a
possibilidade de apoptose induzida pela C-FC ocorrer nestas fases. Estes efeitos foram mais
evidentes em 50 uM de C-FC. (Subhashini et al., 2004). C-FC proveniente de Oscillatoria
tenuis mostrou atividade antioxidante, antiproliferativa e de indugé&o de apoptose em linhagens
de celulas de adenocarcinomas: HT-29 (célon) e A549 (pulméo), como demonstrado por maior
liberacdo de lactato desidrogenase (LDH) devido a citotoxicidade induzida por C-FC. O efeito
apoptaético pode estar associado a modulagdo do ciclo celular, com maior proporcéao de células
em fase GO / G1 do que as celulas sem tratamento, sendo que a morfologia das células tratadas
com C-FC apresentava caracteristicas tipicas de células em apoptose (Thangam et al., 2013).

Os efeitos do C-FC na carcinogénese colorretal em modelo animal foram avaliados. A
administracdo oral de C-FC reduziu a expressdo de COX-2 na mucosa do colon em ratos

iniciados com DMH, e em comparacdo ao piroxicam, um anti-inflamatério ndo esteroidal
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(AINE). Subsequentemente, a expressédo da prostaglandina PGEy, sintetizada pela COX-2, foi
reduzida com o tratamento com a C-FC (Saini et al, 2012). Tanto a piroxicam como a C-FC
inibiram a via de P13-K / Akt, estimulando o feedback positivo de PTEN e GSK3p, resultando
no efeito pro-apoptotico nas células iniciadas (Saini e Sanyal et al, 2012). Além disso, foi
relatado que C-FC foi capaz de estimular a apoptose pela expressao aumentada de calpain-9 e
Ppary, além da estimulacdo do feedback negativo da sinalizagdo Wnt/p-catenina ha mucosa do

colon, e, por sua vez, atenuando a carcinogénese colorretal em ratos (Saini e Sanyal, 2014).

2.2.3 Efeitos in vitro de Arthrospira (Spirulina platensis) spp. em linhagens de

adenocarcinoma de célon

Estudos in vitro avaliaram os efeitos da Arthospira spp. em modelos de carcinogénese.
Smieszek et al. (2017) encontrou que o filtrado desta microalga apresenta efeitos anti-
carcinogénicos em células de colon Caco-2. Reduziram a proliferacéo e atividade metabolica
em 72 horas, diminuiram a expressao génica de marcadores envolvidos na tumorigénese:
metaloproteinase-7 (MMP-7); survivina; e c-myc, e a secrecdo de Wnt-108. Além disso,
estimularam a apoptose pela alteracdo do potencial de membrana das mitocondrias e 0 aumento
a razao de Bax/Bcl-2, eventos que podem estar relacionados pela indu¢éo do estresse oxidativo

nestas células.

2.2.4 Efeitos de Arthrospira (Spirulina platensis) spp. SP na carcinogénese

experimental in vivo

SP foi classificada como alimento funcional com propriedades anticarcinogénicas
detectadas em diversos bioensaios in vivo (Yogianti et al., 2014; Ouhtit et al., 2014; Mahmoud
et al., 2021). SP demonstrou um efeito protetor contra tumores cutaneos induzidos por
exposicdo croénica de UVB no fendtipo selvagem e inibiu a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias IL-1pB, Cxcll; e receptor tipo Toll 4 (TLR4) nos grupos Oggl-KO (Yogianti et
al., 2014). SP a 1% na dieta resultou em menor incidéncia de tumor e indices de marcacao
positiva para receptor de estrogénio alfa (ERa) e Ki-67 na carcinogénese mamaria induzida por
7,12-dimetilbenz[a]antraceno (DMBA) em ratas Sprague-Dawley (Ouhtit et al., 2014). Em
modelo de HCC de camundongo induzido por (DEN) e CCL4, SP liofilizado (250 e 500 mg /
kg de peso corporal), administrada por gavagem durante as semanas 25-28 de inducéo do tumor,
reduziu o nimero e o tamanho de nodulos hepaticos macroscopicos e biomarcadores tumorais

séricos, como alfa fetoproteina (AFP), MDA e capacidade antioxidante total (TAC), assim
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como aumentou a estimativa de sobrevida nos animais (Mahmoud et al., 2021). Contudo, o
papel da Arthrospira (Spirulina platensis) spp. nas etapas de promocao/progressao da

carcinogénese colorretal a nivel histopatologico e molecular esta a ser elucidado.

3.1 Justificativa e hipdtese

O CCR esporadico é altamente incidente e mortal a nivel global. O alto consumo de
carne vermelha e processada esté associada ao risco de desenvolver este cancer, principalmente
pela presenca da porfirina hemin. A microalga Arthrospira (Spirulina platensis) spp. (SP) é um
candidato agente preventivo dado os seus efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes testados em

ensaios in vivo.

Diante dos potenciais efeitos biologicos, 0 consumo da dieta contendo 2 % SP poderia
atenuar o efeito promotor da carcinogénese pela porfirina heme em modelo in vivo induzido

quimicamente.

3.2 Objetivo Geral

Portanto, nés avaliamos os efeitos da ingestdo de 2% SP na carcinogénese colorretal
promovida por hemin em ratos Sprague-Dawley induzidos por DMH. Aqui, investigamos o
desenvolvimento de lesdes pré-neoplésicas e neoplésicas do célon e a analise génica das

principais alteracdes envolvidas na carcinogénese de cdlon.

3.3 Objetivos Especificos

1) Avaliar o efeito da ingestdo de 2% SP associada ao heme sobre o numero médio de

lesGes preneoplasicas: FCASs, e a incidéncia e multiplicidade de tumores colénicos.

2) Auvaliar o efeito da ingestdo de 2% SP associada ao heme sobre o perfil génico na

mucosa coldnica.

3) Avaliar o efeito de hemin e 2% SP no perfil de producdo de mucinas na regido do

c6lon distal.
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O capitulo 2, referente ao manuscrito intulado “Effects of dietary marine Arthrospira

(Spirulina platensis) spp. during promotion/progression stages of colon carcinogenesis in

rats fed-hemin”, serd submetido de acordo com as diretrizes da revista Food and Chemical
Toxicology  (Fator de  Impacto:  6,025; JCR  2020). Disponivel em:
[https://www.elsevier.com/journals/food-and-chemical-toxicology/0278-6915/guide-for-

authors].
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Abstract

The risk for developing colorectal cancer (CRC) has been associated with westernized
dietary habits, including a high intake of red and processed meat. Hemin, an iron-containing
porphyrin found in red meat, promotes CRC by increasing colonic cytotoxicity and regenerative
epithelial proliferation. Dietary microalga Arthrospira (Spirulina platensis) spp. (SP) may
counteract hemin-promoting effects given its antioxidant and anti-inflammatory properties.
Thus, we assessed the preventive effects of dietary SP on hemin-promoting effects in a
dimethylhydrazine (DMH)-induced colon carcinogenesis rat model. Fifty-two male Sprague
Dawley rats were allocated into five groups. Groups 1-3 were given DMH doses (4 x 40 mg/kg
b.w.) once a week for 2 weeks. Subsequently, groups 2, 3 and 4 were fed with diets containing
hemin (0.5 mmol/kg), hemin + 2% SP (20g/kg) or 2% SP for 16 weeks, respectively. Hemin
promoted aberrant crypt foci (ACF) development in number and size when compared to DMH.
2% SP significantly reduced ACF number and size, compared to DMH+hemin group. Hemin
upregulated Mmp3 and Nox1 mRNA levels in the colonic mucosa when compared to DMH
group, whereas 2% SP upregulated Xrcc6 compared to DMH+hemin group. Therefore, these
findings show that dietary 2% SP reduced hemin-promoting effects by counteracting ACF

development.

Key Words: 1,2-Dimethylhydrazine, Sprague-Dawley Rats, Aberrant Crypt Foci,

Hemin, promotion/progression, Arthrospira (Spirulina platensis) spp.
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Highlights:

2% SP may counteract hemin promoting effects at impairing ACF
development on rat colon carcinogenesis.

2% SP does not interfere on colon adenomas/adenocarcinomas progression.

2% SP upregulates Xrcc6 mRNA levels, related to DNA double-strand break

repair.
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Abbreviations

4-Hydroxynenal (4-HNE) Generally Recognized as Safe (GRAS)
Alcian Blue-Periodic Acid Schiff (AB-PAS) Malondialdehyde (MDA)
Aberrant Crypt (AC) Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH)

Aberrant Crypt Foci (ACF) Proliferative Cell Nuclear Antigen (PCNA)

Azoxymethane (AOM) Sprague-Dawley rats (SD)

C-Phycocyanin (C-PC) Arthrospira (Spirulina platensis) spp. (SP)

1,2- dimethylhydrazine (DMH) Tagman Low-Density Array (TLDA)
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1. Introduction

Colorectal Cancer (CRC) is the third most incident neoplasia and the second-leading
cause of death worldwide (Sung et al., 2020). According to the World Health Organization
(WHO) GLOBOCAN estimates for 2020, 1.9 million new cases and 935.000 deaths by CCR
for both sexes and all ages (Sung et al., 2020). CRC is highly incident in high-HDI countries,
whereas the mortality proportion is higher in low-income countries (Arnold et al., 2017; Sung
et al., 2020). Environmental risk factors are the most prevalent factors of sporadic CRC, which
comprises 55-70 % of CRC total cases (Keum & Giovannucci., 2019; Siegel et al., 2020; Sung
et al., 2020). These environmental factors refer to a western lifestyle, including poor dietary
habits characterized by high intake of ultra-processed food, refined starches, saturated fats, and
red and processed meat, all linked to the risk of developing CRC (Johnson et al., 2013; Keum
& Giovannucci, 2019; Sung et al., 2020).

Red meat contains high-value proteins and micronutrients such as B vitamins, iron
(both free iron and heme iron), and zinc (IARC, 2015). Red meat refers to unprocessed
mammalian muscle meat while processed meat refers to meat transformed through processes to
enhance flavor or improve its preservation (IARC, 2015). Several prospective studies have
shown an association between CRC risk and high consumption of red meat, especially
processed meat (Norat et al., 2005; Berstein et al., 2015; Carr et al., 2017). Norat et al. (2005)
concluded that red meat intake is positively but not significantly related to CRC risk, whereas
processed meat consumption is significantly related. Likewise, consumption of 100 g/day of
red meat and 50g/day of processed meat was associated with, respectively, a risk of 27% and
29% of colorectal adenomas (Aune et al., 2013). Conclusively, there is sufficient evidence for
the potential carcinogenicity of processed meat intake in humans, while there is limited

evidence for the carcinogenicity of moderate consumption of red meat (IARC, 2015).

Several factors could explain the positive association between risk of CRC and red and
processed meat consumption, including: heterocyclic aromatic amines (HAA) and polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAH), formed during curing and heating process in meat cooking; high
content of saturated fat; N-nitroso-compounds (NOC), as additives in processed meat for
preservation and flavor; and heme iron (Santarelli et al., 2008; Cross et al., 2010; Alaejos &
Afonso, 2011; IARC, 2015).

Heme iron, a ferric form of heme, is associated with red and processed meat intake

and the risk of CRC (Cross et al., 2003; Balder et al., 2006; Bastide et al., 2011). It consists of
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an iron atom present at the center of a heterocyclic ring called porphyrin (Ponka, 1999; Ryter
& Tyrell, 2000; Correia, Sinclair & De Matteis, 2011). Heme content do not differ between red
and processed meat, although the latter contains a nitrosylated form of heme, whether this
results in a more potent carcinogenic effect of processed meat than red meat remains to be
elucitaded (Santarelli et al., 2008; Bastide et al., 2011). Several studies have shown that
unbound heme is a potential carcinogen due to its genotoxic and cytotoxic effects on colonic
mucosa, thus being an inducer or a promoting agent of carcinogenesis in the large intestine
(Sesink et al., 1999; Santarelli et al., 2008). In rodent assay, dietary heme iron promoted the
development of mucin-depleted foci (MDF) and increased lipid peroxidation in the colonic
mucosa in an azoxymethane (AOM)-induced model in male Fisher 344 rats. In addition, dietary
heme iron caused genotoxicity and cytotoxicity on colonic mucosa, as well as augmented tumor
burden in male C57BL/6J Apcwmin mice (Bastide et al., 2015).

Several dietary compounds are potential preventive agents of carcinogenesis, either by
blocking initiation or suppressing promotion stages (Stewart & Brown., 2013; Landis-Piwowar
& lyer, 2014; Koh, Ho & Pan, 2020). Functional foods or their specific compounds possess
antioxidant and anti-inflammatory traits, which results in reduced clonal expansion of initiated
cells, scavenging of pro-oxidative metabolites, alleviation of a pro-inflammatory cellular
environment, among others (De Flora & Ferguson, 2005; Stewart & Brown., 2013; Landis-
Piwowar & lyer, 2014).

Arthrospira (Spirulina platensis) spp. (SP) are cyanobacteria from alkaline lakes that
are capable of enduring unfavorable conditions for most aquatic organisms, such as higher
levels of alkalinity (pH > 10), salinity, and UV irradiation (Dhiab et al., 2007; Ismaiel et al.,
2016). The commercial relevance of SP is mainly due to its nutritional content. SP extract
products contain approximately 64-74% protein, 9-14% lipid, and 12-20% carbohydrate, all of
which are dependent on extraction and cultivation methods (Ciferri, 1983; Rosa et al., 2015;
Grosshagauer, Kraemer & Somoza, 2020). Moreover, “Spirulina” based products have been
certified as Generally Recognized as Safe (GRAS-GRN 127-FDA, 2003), indicating that SP
extract may be safely used for food consumption.

SP is regarded as a potential anti-carcinogenic resource given its blocking and
suppressing properties, as shown by several in vitro (Smieszek et al., 2017; Markova et al.,
2020) and in vivo approaches (Yogianti et al., 2014; Ouhtit et al., 2014; Alvarez-Gonzélez et
al., 2015). Furthermore, SP contains C-phycocyanin (C-PC), a blue pigmented water-soluble
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photosynthetic protein, that acts as a COX-2 suppressor in colon carcinogenesis in vivo, and
apoptotic inductor in rat colonic enterocytes by activation of calpain-9 and Ppary, indicating
that C-PC could suppress colon carcinogenesis on in vivo model (Saini et al., 2012; Saini &
Sanyal, 2014).

Thus, we assessed the effects of dietary 2% SP on hemin-promoting effect in DMH-

induced colon carcinogenesis rat model and colon neoplasm development.

2. Materials and Methods

2.1 Chemicals and SP

1,2-dimethylhydrazine dihydrochloride (DMH PubChem CID: 1322) and hemin
(PubChem CID: 455658) were purchased from Sigma—Aldrich (St Louis, USA). DMH was
dissolved in 1 mM EDTA immediately before use. SP powder was kindly gifted (Fazenda
Tamandué- Paraiba, Brazil) with the following characteristics per gram: proteins (66.7%), total
carbohydrates (20.0%), total lipids (9.33%), and fiber (6.0%) expressed on the dry weight. SP
powder was incorporated into a cereal-based commercial diet (Nuvilab-CR1, Nuvital - Brazil),

reaching the final concentration of 2% (20 g of SP powder/kg chow).

2.2 Animal housing and study design

Six-week-old male Sprague-Dawley (SD) rats were obtained from the Multidisciplinary
Center for Biological Research (CEMIB) at the State University of Campinas (UNICAMP,
Campinas, SP, Brazil). Animals were maintained under standard housing conditions of room
temperature (22 £ 2°C), humidity (55 + 10%), and 12h light/12h dark cycle. After 2-weeks
acclimation period, fifty-two animals were allocated into five groups (Figure 1). At weeks 1-
2, groups 1-3 (n =14 each) received four subcutaneous injections (s.c.) of DMH, twice a week
(4x40mg/kg body weight), whereas groups 4 and 5 (n = 5 each) received EDTA solution (DMH
vehicle, 37 mg/1000 ml, 4 x 5ml/kg body weight, s.c., twice a week) (Caetano et al., 2020).
After DMH/vehicle administrations, G1 and G5 groups received balanced diet; G2, G3, and G4
received a balanced diet containing either hemin (0.5mmol/kg chow), hemin + 2% SP, or 2%
SP for 16 weeks, respectively. At the end of week 16™, all animals were euthanized under
xylazine and ketamine anesthesia (10 mg/kg and 80 mg/kg body weight, respectively), and their
colons were collected. Body weight and food consumption were recorded twice a week
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throughout the experimental period. Animals received a balanced diet and drinking water ad
libitum throughout the experiment.

Dietary hemin concentration (w/w) was selected based on our previous studies (de
Moura et al., 2018, 2019). 2% SP concentration (w/w) was based on human consumption of
food containing SP (Batista et al., 2017; Fradinho et al., 2020), in order to avoid nutritional
imbalance or metabolic disturbance, considering a 5% limit on dietary compositions (EFSA,
2011).

2.3 Ethical Statement

The animals used in this study were handled according to the Ethical Principles for
Animal Research adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and
ARRIVE guidelines (Kilkenny et al., 2010). The animal study was approved by the Botucatu
Institute of Biosciences's Ethics Review Board (CEUA - Protocol n° 1128).

2.4 Colon processing and histopathological analysis: ACF and colon tumors

Colon specimens were removed, opened longitudinally, pinned flat, and washed with
0.9% NaCl. Macroscopic lesions were registered. Each colon was fixed in 10% phosphate-
buffered formalin for 24h and kept in ethanol 70% until further analysis.

Colon samples were divided into sides (proximal, middle, and distal) and then stained
with 0.2% methylene blue dissolved in phosphate-buffered salt solution (PBS) for aberrant
crypt foci (ACF) and aberrant crypts (AC) analysis (Rodrigues et al., 2002; Caetano et al.,
2020). Total number ACF, AC, ACF multiplicity (AC/ACF), and ACF size (<4 AC or >4 AC)
were determined under light microscopy at 40x magnification and were divided into 2
categories: 2—4 crypts/focus and >4 crypts/focus (Corpet & Taché, 2002; Caetano et al., 2018).
ACF were counted on middle and distal colons since ACF are mostly located in these sides
(Rodrigues et al., 2002; Femia et al., 2005). The ACF were identified topographically according
to Bird's morphological criteria: increased size, thickened epithelial cell lining, increased
pericryptal space, and irregular lumens (Bird, 1987; Bird & Good, 2000). Each colon sample
was examined by two observers in a double-blind manner. After ACF analysis, colon samples
were Swiss-rolled and embedded in paraffin for histological evaluation carried out on

hematoxylin-eosin (H&E)-stained.

83



Samples of macroscopic colon tumors were processed for histological analysis and
classified into adenomas or adenocarcinomas after H&E staining, according to Nolte et al.

(2016) (Figure 2). Incidence, number and multiplicity of colon neoplasms were calculated.
2.5 Alcian Blue/Periodic Acid-Schiff (AB-PAS pH 0.5)

For mucins secretion pattern, colon sections were submitted to the AB-PAS staining
(Sakata & Engelhart., 1981; Barcelo et al., 2000). Twenty crypts per slide were analyzed, and
a total of 700-800 goblet cells were counted per colon sample (Barcelo et al., 2000). Goblet
cells were counted on both upper and lower halves of colonic crypts. Goblet cells’ staining is
pH-dependent: acidic cells are stained in blue, neutral cells in pink/magenta, and mixed cells in
purple (Spicer et al., 1960; Barcelo et al., 2000; ljssenagger et al., 2012b). Distal colon sections
were examined since its distribution predominates of acidic cells, similarly as in humans (Filipe,
1975; Sakata & Engelhart, 1981). Acidic goblet cells index (L1%) was scored by the number of
blue-stained cells/number of goblet cells per half crypt ratio. Quantitative analysis of goblet
cells and crypt height measurement (um) were performed using ImageJ software (NIH, USA).

2.6 PCNA immunohistochemistry in colon tumors

Colonic tumor sections on silane-covered microscope slides (4-um) were deparaffinized
and rehydrated in a graded xylene-alcohol series. Subsequently, the slides were subjected to
antigen retrieval in 0.01 M citrate buffer (pH 6.0, 120 °C) in a Pascal Pressure Chamber (Dako
Cytomation, Denmark). After endogenous peroxidase blockade with 10% H>O: in phosphate-
buffered saline (PBS) (10 min), the slides were immersed in low-fat milk 1% in PBS (60 min)
and thereafter incubated with mouse anti-PCNA (1:100, M0879, Dako Cytomation, Denmark)
primary antibody in a humidified chamber (overnight, 4 °C). Then, slides were incubated with
one-step horseradish peroxidase (HRP)-polymer (Dako Cytomation, Denmark) (30 min).
Staining was performed using 3°3-diaminobenzidine (DAB) chromogen (5 min) (Sigma—

Aldrich, USA) and counterstaining in Harris’ hematoxylin (1 min).

For Proliferative Cell Nuclear Antigen (PCNA) immunostaining counting, 40x
magnification was established to count 500 cells per tumor and calculated an index of labeled

nuclei per total of nuclei counted (%).
2.7 RNA extraction, quantitative and qualitative analysis and gRT-PCR

Distal colon samples were collected and stored at -80°C for gene analysis. Total RNA

was isolated from these samples (n=5 per group) using the RNeasy Mini kit (Qiagen, Hilden,
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Germany). The quantity (Optic Density — OD, Abszeo280) and quality (RNA integrity number
—RIN) of RNA were evaluated using NanoVue Plus (GE HealthCare, Little Chalfont, UK) and
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), respectively. cDNA was
synthesized using SuperScript® VILO cDNA Synthesis Kit and Master Mix (Thermo
Scientific, USA). Real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (QRT-PCR) in
microfluidic TagMan LowDensity Array cards: (TLDA, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) was performed. The custom cards consisted of 95 target genes and four reference genes
involved in DNA repair, pro-and antioxidant activity, cell proliferation, and pro-and anti-
apoptosis regulators. Briefly, a total of 200 pl reaction mixture with 100 ul of cDNA template
(422 ng mRNA) was added to 100 puL of TagMan® Fast Advanced Master Mix (Life
Technologies, USA) and was dispensed into loading wells on TLDA card. The cycling protocol
included heat activation (50 °C, 1 min), and denaturation (95 °C, 10 min), followed by 40 cycles
(95 °C, 15s, and 60 °C, 1 min). Fluorescence detection was executed on a QuantStudio 12K
Flex Real-Time PCR System (Life Technologies, USA). Relative quantification of mRNA
expression was performed using the AACt method and Actb, Gapdh, Gusb, and Hprtl were

used for sample normalization.

2.8 Statistical Analysis

Data were presented as mean £ SD or median in quartiles. Differences among groups
were evaluated by One-Way Analysis of Variance (ANOVA) for parametric data or Kruskal-
Wallis for nonparametric data, followed by post hoc Tukey’s and Dunn’s tests, respectively.
Adenoma/Adenocarcinoma incidence (%) was calculated using Fisher Exact’s test. Gene
expression was analyzed by Student’s t-test, using the Expression Suite Software v1.0.3 (Life
Technologies, USA). Statistical significance was established as P < 0.05 p. GraphPad Prism 6.0
(GraphPad, USA) was used for data analysis.

3. Results
3.1 General findings

The body weights of animals in the different groups increased gradually during the SP
feeding. After 16 weeks of dietary intervention, no significant difference in final body weight,
body weight gain, and liver absolute and relative weights were observed among groups (Table
1). However, food consumption was significantly lower (p = 0.008) in DMH+hemin+2% SP

group (G3, 1.9 g or 7.6%) in comparison to DMH+hemin fed group (G2). One rat from the
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DMH-+hemin+2%SP group (G3) was found dead before the necropsy procedure, and was not
considered for data analysis given advanced postmortem changes.

3.2 Dietary hemin and 2% SP effects on ACF development

Table 2 summarizes the values of the total number of ACF per rat/group, the total number
(AC and ACF), AC/ACF ratio, and the number ACF containing 2-4 or 4 > AC. Compared with
the DMH-initiated control group (G1), dietary hemin group (G2) increased in 25% and 22%
the total number of AC (p =0.019) and ACF (p =0.044), respectively. In addition, a significant
increase in the mean number of ACF with 4> AC (p =0.029) was observed on the DMH/hemin-
treated group (G2) when compared to DMH-treated animals (G1). In contrast, hemin+2% SP
intervention (G3) diminished the mean total number of ACF by 43% and ACF multiplicity (p
=< 0.001) in comparison to the dietary hemin group (G2).

3.3 Dietary hemin and 2% SP effects on colon neoplasms development

After 16 weeks of dietary intervention, no differences were observed in all categories
among groups (Table 3). Neither DMH+hemin (G2) nor DMH+hemin+2%SP (G3) seemed to
not interfere on Adenoma/Adenocarcinoma ratio (%). Although hemin+2% SP intervention
(G3) showed a decreased trend in tumor incidence compared to hemin diet (G2), 23% vs 64%
respectively, no statistical significance was observed (p = 0.054). In addition, cell proliferation

PCNA index in tumor samples was not significantly different among groups (Figure 3).
3.4 Dietary hemin and 2% SP effects on gRT-PCR gene analysis

Gene pairwise comparison on distal colonic mucosa revealed that dietary hemin (G2)
upregulated two genes, Mmp3 (FC 5.7) and Nox 1 (FC 2.4), involved in extracellular matrix
degradation and ROS generation, respectively, in comparison to DMH-treated animals (G1).
On the other hand, DMH/Hemin+2%SP (G3) upregulated one gene, Xrcc6 (FC 1.5), related to
DNA double-strand break repair (DSB) when compared to DMH+hemin-treated group (G2)
(Table 4).

3.5 Dietary hemin and 2% SP effects on AB-PAS sulphomucin expression and colon

crypt height

AB-PAS mucin staining in distal colon goblet cells revealed no clear differences in the

presence and distribution of sulfated-acidic mucins in normal-appearing apical and basal crypts

86



portions among groups (Figures 4, 5 & 6). Also, no differences in normal colon crypt height
were observed among groups (Figure 7).

4. Discussion

In the present study, we investigated potential preventive effects of 2% SP during
carcinogenesis in a 1,2-dimethylhydrazine (DMH)-induced colon rat model promoted by
dietary hemin. To our knowledge, this is the first study to assess SP effects on
promotion/progression stages of colon carcinogenesis through histopathological and molecular
approaches. Neither dietary hemin nor 2% SP or both affected body weight and liver weight
(absolute and relative) parameters as observed by others (Pierre et al., 2008; Ismail et al., 2009;
Bigagli et al., 2017; Khafaga et al., 2018; De Moura et al., 2019). On the other hand, SD rats
fed hemin+2% SP (G3) consumed proportionally less supplementary diet than the hemin fed
group (G2). This physiological response could be due to a higher caloric content of both hemin
and 2% SP diet (G3), leading to a sensation of fullness that reduces further eating behavior.

Whether this indicates any anti-carcinogenic effect remains to be elucidated.

We assessed ACF as a biomarker tool for colon carcinogenesis prevention. ACF are
regarded as putative preneoplastic lesions in rodent colon carcinogenesis assays used for
different preventive approaches (Li et al., 2019; Lee et al., 2019; Kobaek-Larsen et al., 2019).
Nevertheless, ACF progression into colon adenomas conception has been under scrutiny for
decades. For instance, a lack of correlation was observed between ACF development and colon
tumor outcome in some chemically-induced rat and mice models (Ghirardi et al., 1999; Hata et
al., 2004). Conversely, ACF development is dynamic and may differ in growth and number at
different time points (Magnuson, Barr & Bird, 1993; Baijal, Fitzpatrick & Bird, 1998).
According to Baijal, Fitzpatrick & Bird (1998), although no correlations were observed between
ACF and adenomas or adenocarcinomas in male SD rats, some ACF could progress toward
malignancy. Despite hyperplastic ACF rarely evolve into adenomas, these lesions may evolve
into dysplastic ACF through a transition phase in humans, as observed by Otori et al. (1995).
Dysplastic ACF are considered precursors of adenomatous lesions and B-catenin cytoplasm-
nucleus accumulations are observed similarly as in colon adenomas and adenocarcinomas in
rats (Takahashi et al., 2000; Xiao et al., 2008) and humans (Hardy et al., 2002; Mi et al., 2009).

Still, ACF progression towards adenomas is yet to be fully understood.
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Dietary hemin promoted ACF development in DMH-initiated animals, in line with
previous studies (Pierre et al., 2008; Santarelli et al., 2010; de Moura et al., 2019). Hemin is
included in so-called hemoproteins, involved in oxygen supply (hemoprotein, myoglobin) and
electron transfer reactions (cytochromes) (Ryter & Tyrell, 2000; Correia, Sinclair & De Matteis,
2011). However, excessive amounts of non-degraded hemin are carcinogenic for colon
enterocytes. Hemin induces hyperproliferative response of colonic epithelial cells through
downregulation of feedback inhibitors of proliferation: Wifl, Ihh,, IL-15; and increased
signalization of injured surface cells on colon mice: c-fos, Nemo, Tis7 (ljssenagger et al.,
2012a). Moreover, cytotoxicity of colon crypt cells and simultaneous compensatory
hyperproliferation results from an acute oxidative-stress response induced by hemin
(ljssenagger et al., 2013). These effects are linked to the hemin catalytic effect on lipid
peroxidation byproducts: malondialdehyde (MDA) and 4-hydroxynonenal (4-HNE). Both
aldehydes are proposed to be cytotoxic and genotoxic (Bastide et al., 2011; Bastide et al., 2015).
MDA cytotoxicity on cell lines was not observed, although its genotoxicity was discreet.
Instead, 4-HNE was cytotoxic in Apc*’* and Apc*”~ in vitro cells, increased proapoptotic caspase
3/7 activity, and elevated DNA double-strand breaks (positive-yH2AX cells). Noteworthy,
hemin diet increased mucin-depleted foci (MDF) preneoplastic lesions when compared to HCA
and ATNC compounds in Fisher 344 rats (Bastide et al., 2015). Thus, these effects result in a
hemin-promoting effect on ACF development.

Dietary 2% SP reduced the number and multiplicity of ACF, and thus affecting the early
changes in colon carcinogenesis. SP has shown antioxidant and anti-inflammatory properties,
as investigated in various in vitro and in vivo assays (Yogianti et al., 2014; Smieszek et al.,
2017; Khafaga et al., 2018; Markova et al., 2020). This antioxidant activity relates to its
chlorophyll and C-PC content, both of which are free radicals scavengers (De Vogel et al.,
2005; Papalia, Sidari & Panuccio, 2019). Furthermore, SP exerted a suppressive effect on ROS
production caused by UVB in the skin 8-oxoG adduct formation in Oggl KO mice (Yogianti
et al., 2014). C-PC in SP impairs colonic COX-2 activity and subsequent PGE> production in
male SD rats (Saini & Sanyal., et al, 2012). Therefore, these findings could explain SP
preventive effects on colon pre-neoplastic lesions, as observed on Arthrospira (Spirulina)
maxima suppressive effect on ACF development in male SW mice at 200, 400, and 800 mg/kg
doses in an AOM-protocol study (Alvarez-Gonzalez et al., 2015).

Dietary hemin and 2% SP did not interfere in colon neoplastic development in a 16-

week DMH-induced protocol study given a low number of colon-induced adenomas and
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adenocarcinomas. Although there is a trend in a reduction for tumor development by dietary
2% SP (G3) compared to the hemin group (G2), no statistical significance was observed. In a
previous study, 23 weeks of dietary hemin also did not affect the number and volume of colon
tumors in male Wistar rats (De Moura et al., 2019). Long-term studies (30 weeks or more) are
needed to verify whether SP or hemin-fed animals modulate colon neoplastic lesions in DMH
—initiated rodents (Baijal, Fitzpatrick & Bird, 1998; Hu et al., 2013).

Gene analysis in normal-appearing colon revealed that dietary hemin (G2) upregulated
two genes, Mmp3 and Nox 1. MMP-3, also known as stromelysin 1, is a member of a family
of zinc-dependent endoproteases referred to as metalloproteinases (MMPs), which are involved
in extracellular matrix (ECM) degradation and are related to tumor progression and
invasiveness (Moss, Jensen-Taubman & Stetler-Stevenson, 2012; Cui, Hu & Khalil, 2017).
Mmp3 expression may be involved in the progression towards malignancy. Nox 1 elevated
MRNA levels resonates with ROS-mediated cytotoxic effects in colon enterocytes. NOX1,
mostly expressed in colon tissue, is included in a group of transfer electron and therefore ROS
generator enzymes: the NADPH oxidases (Bedard & Krause, 2007). Gene and proteic levels of
NOX1 are overexpressed on colon tumors from PhIP induced F44 rats and CRC patients. NOX1
silencing increased the percentage of apoptotic Caco?2 cells and elevated proapoptotic proteins
cleaved caspase-3 and PARP (Wang et al., 2010).

On the other hand, dietary 2% SP increased Xrcc6 levels when compared to hemin- fed
group (G2), which encodes Ku70 protein. Ku70 alongside Ku80 forms a heterodimer that binds
to DSBs in a no-specific manner and serves as a main component to the non-homologous-end-
joining repair process (NHEJ) (Lieber, 2010; Dimberg et al., 2016; Kragelund et al., 2016).
Xrcc6 gene polymorphisms C/C and C/G + G/G were associated with stage Il and 111 CRC
Swedish patients (Dimberg et al., 2016). On in vivo model, Ku70 (-/-) mice conferred an
increased proliferative activity on liver tumors, since cyclin D1 and PCNA protein levels are
elevated at 9™ month of DEN-induced time point, and 80% of mice harbored neoplastic lesions
at 6 month in comparison +/+ and +/- genotypes, both of which no tumors were found (Teoh
etal., 2008). Hence, dietary 2% SP effects could determine a long-term response against hemin

genotoxic effects at a molecular level.
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5. Conclusion

In summary, dietary 2% SP may counteract hemin-promoting effects at impairing ACF

development on rat colon carcinogenesis. 2% SP effects on colon neoplasms are still elusive.
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Figure 1 — Experimental design (for details see Materials and Methods section).



Table 1 - Data from general parameters evaluated in the different groups during the animal experiment.t

Groups/Treatment?
Parameters DMH DMH+hemin DMH+hemin+2%SP 2%SP EDTA
(G1, n=14) (G2, n=14) (G3, n=13) (G4, n=5) (G5, n=5)

Final body weight (g) 442.6 + 36.9 453.9 + 26.2 4416 +24.2 444.8+40.3 430.6+14.1
Body weight gain (g) 236.7 £ 27.3 247.4+21.8 226.4 +19.3 2452+30.3 230.21+174
Food consumption (g/rat/day) 24519 25.0+£2.7 23.1£2.0* 23.9+2.0 23.8+24
Absolute liver weight (g) 13.9+1.6 145+1.2 144 +0.8 141+22 139+1.3
Relative liver weight (%) 3.1+0.2 3.1+0.2 3.3x0.2 3.2+0.2 3.2%+0.2

! Data are mean * S.D. n = number of animals; 2 DMH = 1,2 dimethylhydrazine (4 x 40mg/kg,s.c., twice a week); 2%SP=
Arthrospira (Spirulina platensis) spp. powder incorporated into chow diet (20g/kg, w/w), hemin: 0.32 g/kg incorporated into chow
(0.5mmol/kg) b.w., for 16 weeks "~ Different from G2 group, p < 0.05. (ANOVA followed by post hoc Turkey’s test)



Table 2. Effects of 2% SP feeding on the preneoplastic aberrant crypt foci development during promotion of colon carcinogenesis

Total number? ACF multiplicity ACEF classes*
Groups/Treatments? .
AC ACF (AC/ACF) 2-4 AC >4 AC
DMH (G1) | 625.57+182.99  113.14+26.87 5.47+0.51 | 55.00 [48.00-63.00]  172.71+4554
DMH-+hemin (G2)  838.64+249.94"  144.14+42.21" 5.85+0.40 66.00 [46.00-84.00] 225.07+65.08"
DMH+hemin+2% SP (G3) 420.31+140.10™"  83.39+26.54™ 5.03+0.57" 46.00 [31.00-55.25]™ 123.85+40.73""
p-value’ <0.001 <0.001 <0.001 =0.025 < 0,001

Values are shown as mean = standard deviation or median and 25% and 75% quartile. n = 13-14 rats/group. 2DMH = 1,2 dimethylhydrazine (4 x 40mg/kg,s.c., twice a
week); 2%SP= Arthrospira (Spirulina platensis) spp. powder incorporated into chow (20g/kg, w/w), hemin: 0.32 g/kg incorporated into chow (0.5mmol/kg) b.w., for 16
weeks; SACF= aberrant crypt foci; AC= aberrant crypt. 2Mean number of AC or ACF per rat; *Mean number of AC per ACF; “Mean or median number of each ACF class
per rat. Data was analyzed using one-way ANOVA or Kruskal-Wallis followed by Tukey’s or Dunn’s test for parametrical or non-parametrical data. respectively (p<0.05).
* Different from G1 group, ** Different from G2, ™ Different from G1 & G2; p < 0.05. (ANOVA followed by post hoc Turkey’s test).



Table 3. Effects of 2% SP feeding on neoplastic lesions during the promotion/progression stages of colon carcinogenesis.

% Tumor histological types*

) Number of
Group/Treatments Tumor incidence? tumors _
(Multiplicity)3 Adenomas Adenocarcinomas
DMH (G1) 4/14 (29%) 5 (0 [0-1]) 4/5 (80%) 1/5 (20%)
DMH+hemin (G2) 9/14 (64%) 14 (1 [0-1]) 7114 (50%) 7/14 (50%)
DMH+hemin+2% SP (G3) 3/13 (23%) 3 [0-0.25]) 1/3 (33%) 2/3 (67%)

'DMH: 4 x 40 mg/kg b.w.; 2% SP: 20 g/kg chow for 16 weeks, hemin: 0.32 g/kg chow (0.5 mmol/kg) b.w., for 16 weeks, n =13-14 rats/group. ?Percentage of tumor-
bearing rats, considering benign or malignant tumors. *Multiplicity of tumors was analyzed using Kruskal-Wallis followed by Dunn’s (p<0.05).*Percentage of each tumor type

(benign and malignant) based on the total number of tumors observed in each group. Incidence data were analyzed by Fisher’s exact test (p<0.05).



Table 4. gRT-PCR analysis in colon samples

Comparison Gene Cellular Process Fold Change
Endopeptidase that degrades
DMH-+hemin (G2) Matrix metallopeptidase 3 (Mmp3)  extracellular matrix proteins 5.7
VS
DMH (G1) Involved in ROS generation
NADPH oxidase 1 (Nox 1) such as superoxide or 2.4
hydrogen peroxide
DNA targeting component
DMH+hemin+2%SP (G3) | X-ray repair cross-complementing6 of the DNA-dependent 15
VS (Xrcc6) protein  kinase complex.

DMH-+hemin (G2)

Plays a role in DNA double-

strand break repair.

n=5 rats/group. Relative expression was determined by normalization with Beta-Actin (Actb), Glyceraldehyde-3-Phosphate

Dehydrogenase (Gapdh), hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (Hprtl), and Glucuronidase beta (Gusb) genes. Data were

analyzed by Student's t-test. P-value of the comparisons are listed as follow: (G2) DMH+hemin vs (G1) DMH: Mmp3 - p = 0.008; Nox
1-p=0.013. (G3) DMH+hemin+2%SP vs (G2) DMH+hemin: Xrcc6 —p = 0.04



Figure 2 —Rat colon adenomas (A,C) and adenocarcinomas (B,D) in H&E section detected in 1,2 dimethylhydrazine (DMH)-induced colon
carcinogenesis model. a- serrated adenoma at 40x magnification light microscope. b — adenocarcinoma at 40x magnification. c —magnification of serrated
adenoma (a) at 100x. d —magnification of necrotic debris surrounded by stromal tissue in adenocarcinoma at 20x.
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DMH (G1)

Figure 4. Effects of hemin and 2% SP on sulphated-acidic mucins (blue) on Alcian-Blue/Periodic Acid Schiff (AB/PAS) in DMH-induced colon
carcinogenesis at week 16. DMH = 1,2 dimethylhydrazine (4 x 40mg/kg,s.c., twice a week) SP2% = Arthrospira (Spirulina platensis) spp. powder
incorporated into chow (20g/kg, w/w), hemin: 0.32 g/kg incorporated into chow (0.5mmol/kg) b.w., for 16 weeks; n = 10 rats/group.
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Supplementary Table 1 — List of 95 genes analyzed on qRT-PCR assay.

Unigene GeneBank Symbol Gene Function Process*

o1 RN.220465 NM 053683.1 Noxl involved in superoxide generation and serum-stimulated 1
- growth

02 Rn.14744 NM 053524.1 Noxd enzyme InV(.)|V(?d in the production of reactive oxygen 1
- species in vascular smooth muscle cells

03 RN.214048 NM 0011068211 Atm serine/threonine protein kinase; critical regulator of the 12

- cellular DNA damage response

04 RN.33267 NM 080400.1 Chekl protein klna§e that can bind t.o S{ngle-strande_d DNA; 23
- function in DNA replication and repair

05 RN 163213 NM_053677.1 Chek2 kinase involved in ATM-dependent DNA damage 23

checkpoint pathway

06 Rn.11763 NM_031683.1 Smcla structural maintenance of chromosomes (SMC) protein 2

07 Rn.11327 NM_013063.2 Parpl plays a role in DNA repair and genome stability 2

08 RN 161996 NM 139080.2 Xrcch DNA targeting component which pIay§ arole in DNA )
- double strand break repair

09 RN 10250 NM 024127 2 Gadd45a may mediate a delay_ln G2 to M cell c_ycle progression; )
- may induce DNA repair

10 Rn.208255 NM_001012742.1 Weel G2 checkpoint kinase 2,4

1 RN.22279 NM 171992.4 Cendl regulatory subunit of C_D_K4 or CDKG®; regulation of the 24
- G1/S transition of the cell cycle

12 Rn.3174 NM_031058.1 Msh2 mismatch repair protein 2

13 RN.91239 NM 0222312 Xiap involved in directly inhibiting key apoptotic proteases, 3
- caspase 3 and 7

14 RN.54443 NM_030989.3 Tp53 regulates cell cycle arrest, apoptosis, senescence and 234

DNA repair



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=220465
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_053683.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=14744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_053524.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=214048
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001106821.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=33267
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_080400.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=163213
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_053677.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=11763
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_031683.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=11327
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_013063.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=161996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_139080.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=10250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_024127.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=208255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001012742.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=22279
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_171992.4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=3174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_031058.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=91239
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_022231.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=54443
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_030989.3

an anti-apoptotic protein; involved in inhibiting cell

15 Rn.9996 NM_016993.1 Bel2 death in many different cell types 34
16 RN 10668 NM_017059.2 Bax Bcl2-related gene; |n\{olved in the regulation of 3
apoptotic cell death
17 RN.31142 NM_022684.1 Bid involved in |_nducmg I?ax oligomerization in isolated 3
mitochondrial outer membranes
18 RN 10426 NM_032080.1 Gsk3b mediates Par6-atyp.|cal prote_ln kinase C (aP_KC) 3
complex regulation; may induce apoptosis
19 Rn.162521 NM_139194.2 Fas Tnfsf6/Fasl receptor — cleaved caspase pathway 3
20 RN 10562 NM_012922.2 Casp3 apoptotic pro_tease that may play a_ role in cell death 3
regulation and other apoptotic processes
21 RN.54474 NM_022277.1 Casp8 mediates tr?e-flnal stage of apoptosis |nvglveq in 3
apoptosis induced by Fas and other stimuli

29 RN.67077 NM 053362.1 Dffb endo_nuclease; mediates caspase-3-dependent 3
- internucleosomal DNA degradation

23 Rn.11183 NM_001109986.1 Ddit3 plays a role in the ER stress response 3

kinase involved in intracellular signaling; component of
24 Rn.34914 NM_053842.1 Mapk1 . . 4
Mapk signaling pathway
25 RN.2502 NM_017347.2 Mapk3 kinase involved in |ntra_ce||u|nar signalling; component of 34
Mapk signalling pathway
26 Rn.88085 NM_031020.2 Mapk14 involved in |ntra9el|ular mgnalllpg, .|nh|b|t|on of 23
apoptosis and gene activation

97 RN.203165 NM 031356.1 Aifmi m|tochondr|on-as§ouated; may facnlltate_chromatln 23
- condensation and DNA degradation

28 Rn.24554 NM_031515.3 Kras oncogene and member of the small GTPase superfamily 4

29 RN.10089 NM_080782.3 Cdknia a Cdk inhibitor; involved in negative regulation of the 4

cell cycle

30 RN.29897 NM 031762.3 Cdknib inhibits the activity of cyclin-CDK complexes and plays 4
- arole in cell cycle control

31 RN 112601 NM 053357 2 Cinbbl involved in mediating the'mteractlon between cadherins 46
- and the actin cytoskeleton

32 RN.1303 NM_031334.1 Cdht cell-cell adhesion molecule; may play a role in axonal 4

growth and synase formation



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=9996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_016993.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=10668
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_017059.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=31142
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_022684.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=10426
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_032080.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=162521
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_139194.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=10562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_012922.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=54474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_022277.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=67077
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_053362.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=11183
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001109986.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=34914
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_053842.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=2592
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_017347.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=88085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_031020.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=203165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_031356.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=24554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_031515.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=10089
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_080782.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=29897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_031762.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=112601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_053357.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=1303
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_031334.1

binds the TGFbeta receptor; plays a role in regulation of

33 Rn.40136 NM_021578.2 Tgfbl cell growth and proliferation 4
34 Rn.44228 NM_019216.2 Gdf15 member of the TGF-beta superfamily of growth factors 4
35 RN.13094 NM_053702.3 Cenal human homolog play.s arolein r_egu_latlon of DNA 4
synthesis and of mitosis
36 Rn.233802 NM_001271366.1 Mki67 Marker of cell proliferation Ki-67 4
37 RN.9485 NM_001004206.1 Pa2g4 may be involved in coordmatl'ng rlt?osome biosynthesis 4
and cell proliferation
promotes cell proliferation and differentiation; mediates
38 Rn.37227 NM_031507.1 Egfr GPCR induction of protein synthesis 4
39 RN.33262 NM 012639.2 Rafl acts as a mitogenic protfeln kinase; mL{tant forms may 4
- play a role in transformation
40 RN.3360 NM_030846. Grb2 acts as a link between ty_rosm_e kinase receptors and Ras 4
signaling
a RN.11422 NM_033230.2 Aktl inhibits JUN kinase activation a_nd mediates inhibition 34
of apoptosis
42 RN.87066 NM_017093.1 AKE2 may be involved in pho§phat|dylln95|tol 3-kinase (P13- 34
K) mediated signaling
43 RN 88057 NM 012499.1 Apc binds microtubules; may play a role in the regulation of 7
- cell polarity
m RN 10666 NM 0128411 Dec Deleted in colorectal cancer; play dual roles as receptor 47
- e other signaling pathways
45 Rn.2755 NM_001277450.1 Smad2 transcriptional mediator for both activin and TGF-beta 4
46 RN.9774 NM 019275.2 Smada transduce§ sngnal_from TGF-l?eta; dgletlon of is 4
- associated with pancreatic carcinomas
47 Rn.29980 NM_030858.1 Smad7 negative regulator of TGF-beta and activin 4
48 RN.223092 XM 001059030.4 Wnt2 play a role in regulation of c¢_e|| gl’OYVth, differentiation, 4
- and tumorigenesis
49 RN.23354 NM 053369.1 Tefa transcription facto'r that acts as an enhancer of the rat 4
- tyrosine hydroxylase gene
— 0 - -
50 RN.228611 NM_130429.1 Lefl Enhancer binding factor has 98% amino acid homology 4

with mouse Lef-1



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=40136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_021578.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=44228
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_019216.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=13094
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_053702.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=233802
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001271366.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=9485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001004206.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=37227
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_031507.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=33262
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_012639.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=3360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_030846.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=11422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_033230.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=87066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_017093.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=88057
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_012499.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=10666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_012841.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=2755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001277450.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=9774
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_019275.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=29980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_030858.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=223092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_001059030.4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=23354
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_053369.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=228611
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_130429.1

plays a role in induction of gene expression during acute

51 Rn.10247 NM_012747.2 Stat3 4
phase response
52 RN 10957 NM_052807.2 Igfir receptor for Igf-l; |nvolvgd |n_|nduct|0n of cell cycle 4
progression and survival in many cell types
53 RN 10617 NM_031517.2 Met hepatocyte growth fac_tor recgptor;_ functions as a 4
heterodimeric tyrosine kinase
54 RN 10468 NM_017017.2 Hgf plays a role in positive regulation of cell proliferation; 4
may promote the cell cycle
55 RN.2411 NM 0012767111 Nfkb protein-specific tre_inscrlptlon inhibitor and binding 6
- subunit of NFKB complex
56 RN.214715 NM_199103.1 Ikbkg regulatory s_ubunlt of the | kappa B k|r_1ase complex, 6
which phosphorylates and activates
57 Rn.1109 NM_022507.1 Prkcz key process in tumor invasion, through NFKB 6,4
58 RN.10019 NM_016996.1 Casr involved in regulatlr}g the Sfecretl'on of p_arathyr0|d 4
hormone, bile and intestinal fluid
transcriptional activator and may be involved in
59 Rn.6975 NM_013154.2 Cebpd glucose-mediated regulation of iINOS !
60 RN 44462 NM_017095.1 Cebpe transcriptional actlva_tor;.may mediate cytokine gene 1
expression in mature cells
61 RN.10332 NM_012831.1 Cebpg binds to the pr(?moter and enhancer of t.he.alpha 1- 4
fetoprotein gene; regulate transcription
62 Rn.93714 NM_021835.3 Jun transcription factor; acts as a protooncogene 4
63 RN.90997 NM_013165.2 Cokbr stlmu!atmg phosphatnd_ylmosnto_l _turn_over and 4
intracellular calcium mobilization.
64 RN.25046 NM 0011057211 Notchi involved in cell-cell interactions |mpqrtant for 4
- development and pattern formation
65 RN.65930 NM_024358.1 Notch2 transmembr.ane prqteln that may_be involved in cellular 4
interactions that specify cell fate
66 Rn.88804 NM_019147.1 Jagl ligand responsible for activating Notch1 4
67 RN.1923 NM_001110333.2 Vfa Induces angiogenesis, vasculogenes.ls, erldothellal cell 5
growth, promotes cell migration
68 RN 10852 NM_024359.1 Hifla regulates transcription in response to low oxygen; may 5

play a role in vascular biology
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_017095.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=10332
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_012831.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=93714
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_021835.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=90997
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_013165.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=25046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001105721.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=65930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_024358.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=88804
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_019147.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=1923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001110333.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Rn&CID=10852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_024359.1

plays important roles in angiogenesis, platelet

69 Rn.6422 NM_031054.2 Mmp2 . : 5,6
aggregation, and tumor metastasis
70 RN.32086 NM_133523.2 Mmp3 endopeptidase that degraQes extracellular matrix 6
proteins
71 Rn.10282 NM_012864.2 Mmp7 enzyme that cleaves the alpha 2(1) chain of rat gelatin 6
metalloproteinase involved in extracellular matrix
72 Rn.10209 NM_031055.1 Mmp9 . 6
remodeling

73 Rn.10371 NM_031056.1 Mmp14 enzyme which is an activator of progelatinase A 6

71 RN.1699 NM 019153.3 Fbins vascular growt_h and- matur§t|9n during development and 56
- in lesions of injured vessels

75 Rn.88869 NM_013062.1 Kdr receptor for vascular endothelial growth factor (VEGF) 5,6

76 RN.9159 NM 0011057371 Tek mediates developmenF of embryonic vasculature; plays a 56

- role in tumors wounds
77 RN.5840 NM_022588.1 Mital high expression of t_hls protgln correlates with the 6
metastatic potential of cells
78 Rn.38434 NM_021759.1 Lypd3 GPI anchored protein; has. arolein metastasm formation 6
and matrix remodeling

79 RN.1604 NM 019143.2 Fnl extracellula!' mat_rlx component; may play arolein 6
- fibrosis and tumor metastasis

80 RN.62616 NM 001191609.1 Lamas an extracellulgr mgtrlx egc_c)protelr_1 |pvolved in cell 6

- migration and differentiation

81 Rn.106481 NM_138541.1 Epcam involved in metastasis formation and tumor progression 4,6

82 RN.1120 NM 012924.2 Cdaa adhesion molecule |r]volved in mlgratlor_1 that also plays 6
- a role in cellular metastasis

metastasis-associated in colon cancer, key regulator of
Rn.81! NM_001191775.1 Maccl

83 n 81938 001191775 ace the HGF/MET pathway 6

84 Rn.9868 NM_012854.2 1L10 factor involved in the inhibition of cytokine synthesis 7

85 RN.11118 NM 019165.1 IL18 a pro—lnflammatqry cytokine; aFts as a modulator of 7
- immune functions

86 RN.10795 NM_138880.2 Ifng an immune molecule produced by T lymphocytes in 7

response to mitogens
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87 Rn.3160 NM_012580.2 Hmox1 catalyzes the oxidative cleavage of heme to biliverdin 7
88 RN 11423 NM_001278475.1 Ptgerl binds prostag!andlp E2; plays a role |_n.G-[.Jrote|n 7
receptor signaling and Ca2+ mobilization
89 Rn.10264 NM_031088.1 Ptger2 binds prostaglandin E2 and induces increased cCAMP 7
90 RN.1923 NM_001110333.2 Vgfa Induces angiogenesis, vasculogenes.|5, epdothellal cell 456
growth, promotes cell migration
o1 RN.90085 NM 001033955.1 Calca an inhibitor of Iactotrop_h function and a potent 8
- vasodilator
92 Rn.22168 NM_001277055.1 Ngfb Nerve growth factor 4.8
93 RN.44609 NM_012655.2 Spl transcription factor} plays a role in transcriptional 8
regulation of many genes
C2H2 zinc finger protein that binds the AT-rich HF-

% Rn.9989 NM_012761.1 Sp4 1b/MEF-2 site; transcriptional activator 8
95 RN.3073 NM_031982.1 Trovi ion channel that demonstrates heat-evoked membrane 8

currents
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