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Resumo

A capsaicina (8-metil-N-vanilil-trans-6-nonamida) é uma substancia alcaloide de
natureza lipofilica, responsdvel pela pungéncia de pimentas e pimentdes. Apresenta
propriedades anti-inflamatoria, antimicrobiana e antioxidante bem descritas na literatura
cientifica. Assim, este projeto teve como objetivo investigar se a capsaicina apresenta
efeito quimioprotetor quando administrada na etapa de promocdo/progressdo da
carcinogénese de colon induzida pela 1,2-dimetilhidrazina (DMH). Ratos Wistar
machos foram alocados em seis grupos experimentais com 10 a 15 animais cada. Os
animais dos grupos 1-3 receberam quatro injecGes subcutaneas (s.c) do carcindgeno
DMH (40mg/kg, duas doses/semana) e os animais do grupo 4-6 receberam quatro
injecOes s.c de solugdo de EDTA .Os grupos 2 e 4 receberam por gavagem 5mg/kg p.c
e 0s grupos 3 e 5 receberam 50mg/kg p.c de capsaicina diluida em 6leo de milho até o
final da 24% semana do experimento. Apds a eutanasia dos animais, 0s colons distal,
medial e proximal foram corados com azul de metileno a 2% para detecgéo de focos de
criptas aberrantes (FCA). Apos a analise de FCAs, os colons foram processados para
analise histoldgica e classificacdo de tumores. As amostras congeladas foram utilizadas
para analise de expressdo de génica pela técnica Tagman® Low Density Array (TLDA).
Os niveis séricos de ALT (p=0,346) e creatinina (p=0,854) foram semelhantes entre o0s
grupos, mostrando que as doses de capsaicina utilizadas ndo apresentaram acgdo
citotoxica para o figado e rins. Na andlise estereoscépica de FCA, observou-se
diminuicdo significativa de lesbes no célon do grupo que recebeu a maior dose de
capsaicina (G3) em relacdo ao grupo G1 (p< 0,05). Reducdo nos niveis de proliferacao
celular nos tumores colonicos (p=0,0002), nas criptas col6nicas normais (p= 0,0071) e
na incidéncia de adenocarcinoma tubulares foram menores no grupo G3 em relacédo ao
grupo G1. Na anélise de expressdo génica dos tumores foi observada menor expressao
dos genes Cebpd e Faslg responsaveis pela diferenciacdo celular, crescimento tumoral,
invasividade e proliferacdo celular no grupo G3 em relacdo ao G1. Concluimos que este
estudo apontam para efeitos supressores da capsaicina no desenvolvimento de lesdes
colbnicas pré e neopléasicas.

Palavras-Chave: capsaicina; carcinogénese de colon; quimioprevencéo.



Abstract

Capsaicin  (8-Methyl-N-vanillyl-(trans)-6-nonenamide) is a lipophilic alkaloid,
responsible for the pungency in pepper. Its antiinflamatory, antimicrobial and
antioxidant properties are well described in the scientific literature. Thus, the objective
of this study was to investigate whether capsaicin exerts a chemoprotective effect when
administered during 1,2-dimethylhydrazine (DMH)-induced colon carcinogenesis
promotion/progression in rates. Male Wistar rats were allocated into six groups of 10-15
animals each. Groups 1-3 received 4 subcutaneous injections of DMH (40 mg/kg bw, 2
doses/week), while groups 4-6 received EDTA solution (DMH vehicle, 2 doses/week),
followed by intragastric 5mg/kg bw capsaicin diluted in corn oil (G2, G4) or 50mg/kg
bw (G3, G5) for 24 weeks (3 doses/week). After sacrifice, blood samples were drawn
by heart puncture for the assessment of serum alanine aminotransferase (ALT) and
creatinine levels, and the colon was removed. A segment of distal colon and colon
tumor samples were frozen in liquid nitrogen at -80°C. Distal, medial and proximal
colon samples were stained with 2% methylene blue for the detection of aberrant crypt
foci (ACF).After ACF analysis, colon tumors were processed for histological analysis
and tumor classification. The frozen samples were used for the analysis of gene
expression by Tagman® Low Density Array (TLDA). Serum ALT (p=0.346) and
creatinine (p=0.854) levels were similar among groups, indicating that the capsaicin
doses used had no cytotoxic effect on the liver and kidneys. ACF analysis showed that
the number of colon lesions was significantly lower in the group given the higher
capsaicin dose (G3) than in G1 (p<0,05). Cell proliferation in colon tumors (p=0.0002),
the number of normal colonic crypts (p= 0.0071), and the incidence of tubular
adenocarcinoma were lower in G3 than in G1. Gene expression of Cebpd and Faslg
genes; responsible for cell differentiation, tumor growth, invasiveness, and cell
proliferation; was decreased in tumor from G3. We conclude that this study points to the
suppressive effects of capsaicin in the development of pre and neoplastic colonic
lesions.

Key words: capsaicin; colon carcinogenesis; chemoprevention.



1.0 Revisao de Literatura

1.1 Colon: Anatomia, Fungdo e Histologia

O trato gastrointestinal (TGI) é constituido por diferentes regides conectadas e
diferenciadas uma das outras atraves da sua anatomia, fisiologia, funcédo (digestdo e
absorcéo), motilidade, (tempo de transito), pH, oxigénio, forca de estiramento e defesa
imunolodgica. Todos esses atributos atuam como linha de frente na defesa contra
microorganismos presentes no meio ambiente (YAMAMOTO; MATSUMOTO, 2016,
VAN RAAY; ALLEN-VERCOE, 2017).

Dentre as partes do TG, o intestino grosso ou colon tem a funcéo de absor¢édo
de agua, fermentacdo, formacdo da massa fecal e producdo de muco. Ele é constituido
pelo ceco, colon ascendente, cdlon transverso, colon descendente, colon sigmoide, reto
e anus em humanos, podendo ser classificados em ratos como colon proximal, medial e
distal (Figural) (VDOVIAKOVA et al.,2016; ALLEN-VERCOE, 2017).
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Figura 1| Imagem demonstrativa da anatomia do trato gastrointestinal e histologia bésica do
célon. Adaptado de PONZ DE LEON; DI GREGORIO (2001), VAN RAAY; ALLEN-
VERCOE (2017).

O comprimento do colon em humanos pode chegar a 150 cm e em roedores
100 mm. O reto continuacéo da parte pélvica do colon termina logo abaixo da raiz do

anus, em roedores chega a medir 75 mm e em humanos 15 cm a 18 cm no total somado



com a extensdo anal. O célon é coberto pelo peritonio, exceto a parte mais distal do reto
(TANAKA, 2009; VDOVIAKOVA et al.,2016).

A mucosa do colon apresenta criptas de Lieberkiihn constituidas por epitélio
cilindrico simples, com grande quantidade de células caliciformes (responsaveis pela
producdo de muco) intercaladas com as células absortivas e células enddcrinas e rica em
diversos tipos celulares incluindo células de defesa, envolvidas por um tecido
conjuntivo frouxo composto por fibras colagenas e el&sticas, denominada lamina
prépria (Figural) (MIRAMS et al.,2012).

As células de defesa ou imunologicas se estendem até a submucosa e a camada
muscular externa (camadas circulares e longitudinais). Na regido anal (distal), a camada
da mucosa forma uma série de dobras longitudinais chamada de colunas retais e 2 cm
acima da abertura anal a mucosa intestinal é recoberta por epitélio pavimentoso
estratificado (PONZ DE LEON ; DI GREGORIO, 2001).

O epitélio intestinal em mamiferos € um dos tecidos que mais se renova, com
rotagdo completa a cada 3 a 5 dias em humanos e 2 a 3 dias em roedores. Esta
renovacdo celular inicia-se nas células presente na base das criptas (stem cells) que se
proliferam e elevam-se nas paredes da cripta, diferenciando em células absortivas ou
enterdcitos ou outros tipos de células especializadas e no topo da cripta as células
diferenciadas sofrem apoptose e sdo langadas no lumen intestinal (MIRAMS et
al.,2012).

Devido a geometria e padrao de proliferacdo celular dentro de uma cripta, as
células tronco em sua base geralmente ddo origem a toda a populacéo celular das criptas
inestinais, elas se dividem e geram linhagens de células filhas. A desregulacdo do
processo de proliferacdo/ diferenciacdo, através de mutacdes genéticas pode alterar toda
a populacdo celular da cripta intestinal (MIRAMS et al.,2012).

O intestino grosso tambem apresenta uma vasta populacdo de bactérias
luminais, esta microbiota desempenha papel fundamental na manutencdo homeostatica
do sistema imunoldgico da mucosa. O desequilibrio da microbiota intestinal, a chamada
disbiose, decorrente de maus habitos alimentares podem afetar o sistema imunolégico,
levando ao desenvolvimento de diversas patologias, dentre elas o cancer de célon
esporadico (YAMAMOTO; MATSUMOTO, 2016).



1.2 Epidemiologia e fatores de risco para o Cancer Colorretal (CCR)

Em 1950 o cancer de colon e reto (CCR) era considerado um cancer raro. Mais
recentemente a incidéncia mundial de CCR vem aumentando em decorréncia do
envelhecimento populacional, a ingestdo de dietas baseadas em gorduras de origem
animal, consumo de agucares simples, baixa ingestdo de frutas, vegetais e cereais,
associados ou ndo ao consumo excessivo de alcool, tabagismo e ao sedentarismo,
seguido da obesidade, configurando principais fatores para esta neoplasia (CONG et al.,
2014; NORAT et al., 2014; KUIPERS et al., 2015, LEE et al.,2015).

Atualmente o CCR é uma das principais neoplasias malignas responsaveis
pelas mortes nos paises ocidentais. E o terceiro tipo de cancer mais comum no mundo,
tanto em homens quanto em mulheres (COOPER et al., 2010; NOLFO et al., 2013). Em
2012 foram mais de 1,4 milhdes de novos casos e 608.700 mortes por cancer de colon
no mundo (GLOBOCAN, 2012). Nos Estados Unidos estimou-se em 2017 13.430
novos casos de CCR e 50.260 de mortes e em 2018 séo atualmente 140.250 novos casos
de CCR e 50.630 mortes (ZHANG et al., 2017; AMERICA CANCER SOCIETY,
2018).

No Brasil, esta neoplasia ocupa o terceiro lugar em homens e segundo em
mulheres. Para o biénio de 2018-2019, a incidéncia estimada é de 36.360 novos casos
de CCR, sendo 17.380 em homens e 19.980 em mulheres e 15.415 de morte (Figura 2)
(INCA 2018).

Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 por

sexo, exceto pele ndo melanoma®

Prostata 68.220 37% Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 29.5%

Traqueia, Bringuio ¢ Pulmdo 18.740 8.7% . Colon @ Reto 18.980 9.4%

Cdlon ¢ Reto 17.380 8.1% Colo do Utero 16.370 81%

Estémago 13.540 6.3% Traqueia, Bronquio e Pulmdo 12,530 6.2%

Cavidade Oral 11.200 52% Glandula Tireoide 8.040 4.0%

Esbtago 8240 3.8% Estdmago 7.750 3.6%

Bexiga 6.690 3.1% Corpo do Utero 6.600 33%

Laringe 6.390 3.0% Ovario 6.150 3.0%

Leucemias 5.940 2.8% Sistema Nervoso Central 5510 2.7%

Sisterna Nervoso Central 5810 2.7 Leucemias 4.860 2.4%
“Nimeros arredondados para miltiplos de 10

Figura2| Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2018-2019 no Brasil (INCA 2018).



A maioria dos casos de CCR é denominada de tumores esporadicos,
aproximadamente 95% dos pacientes ndo apresentam predisposicdo familiar, pois ela
representa apenas 5% dos casos de CCR (CONG et al., 2014; KUIPERS et al., 2015). O
risco de CCR duplica quando se tem um membro da familia de primeiro grau acima de
50 anos de idade com CCR e o risco triplica com a presenca de um familiar com menos
de 50 anos de idade. A Sindrome de Lynch ou Céancer Colorretal Hereditario nédo
Polipoide (HNPCC) é uma doenca autossomico dominante que confere elevado risco
para 0 CCR precoce observado em pacientes com menos de 40 anos e freqlientemente
apresenta padrdo de crescimento viloso com displasia de grau moderado a alto (YU et
al., 2017, BHATTACHARYA; MCHUGH., 2017). Os adenomas em individuos com a
Sindrome de Lynch tendem a se transformar em neoplasias malignas mais rapidamente
e aumenta a predisposicdo para outros tipos de canceres, como 0 de cérebro,
endomeétrio, estbmago, intestino delgado, sistema hepatobiliar, rim, ureter e ovario (YU
et al., 2017, BHATTACHARYA; MCHUGH., 2017). A Polipose Adenomatosa
Familiar (FAP) é também um tipo de cancer autossémico dominante caracterizado pela
presenca de numerosos pdlipos ao longo do revestimento interior do colon e reto, a
maioria sdo polipos benignos podendo progredir para lesdes malignas (HALF et al .,
2009; ESHGHIFAR et al.,2017; RONCUCCI et al.,2017).

Além dos fatores de heranca familiar, existem doencas inflamatdrias
intestinais crénicas (DllIs), que sdo condi¢cdes imunitarias associadas ao dano
progressivo do tecido intestinal inflamado e tem impacto consideravel na qualidade de
vida do paciente (ARGOLLO et al.,2017). A patogénese permanece incerta, mas é claro
que estdo envolvidos mecanismos complexos associados a composi¢do da microbiota
intestinal, levando ao desequilibrio entre a sinalizacdo pré e anti-inflamatéria, a
hiperplasia, displasia do epitlélio normal e desenvolvimento de adenocarcinoma
(SUNTAEK HONG et al., 2010; MATKOWSKY/ et al., 2013; ARGOLLO et al.,2017).

Os sintomas das DlIs sdo diversos, incluindo dor abdominal, sinais de
desnutricdo e complicacdes como abscessos, fistulas, manifestacdes extraintestinais e
neoplasias, levando a uma destruicdo progressiva da integridade intestinal (FISCHER,;
NEURATH et al., 2017).

Dentre as principais DIlIs temos a colite ulcerativa e doenga de Crohn, que
quando ndo tratadas podem levar a um risco aumentado para 0 CCR (KUIPERS et al.,
2015).



As principais caracteristicas da colite ulcerativa (CU) incluem inflamacao
difusa da mucosa que se estende até ao reto em um grau varidvel (XAVIER;
PODOLSKY et al., 2007). Geralmente tem um curso clinico de repetida exacerbacao e
remissdo, e apresenta um curso incontrolavel e fulminante (FISCHER; NEURATH et
al., 2017).

A doenga de Crohn pode envolver qualquer parte do trato gastrointestinal
caracterizada por inflamacdo, ulceracdo e influxo de neutr6filos nos epitélios intestinais.
Os sintomas relacionam-se ao local de envolvimento, como perda de peso, dor
abdominal e deficiéncias nutricionais (QIAN et al.,2017).

Dentre os fatores de risco hereditario e as DIIs, o0 CCR esporadico representa a
maior incidéncia, pois, os padrGes geograficos mundiais e nacionais revelam que a
incidéncia deste tipo de neoplasia esta intimamente relacionada com a industrializacéo e
com o atual habito alimentar da populacdo (KUIPERS et al., 2015).

Estudos epidemiol6gicos sugerem que a incidéncia da DIl continuara
aumentando, e tem sido considerado um problema de salde global, levando a uma
proporcdo crescente de pacientes com DIl e crescentes desafios para seu tratamento
(ZHANG,; Ll et al.,2014; FISCHER; NEURATH et al., 2017).

O CCR tem sido fortemente associado com o estilo de vida ocidental (CHAN;
GIOVANNUCCI, 2010; KUIPERS et al., 2015). Estudos de migracdo demonstram um
aumento da incidéncia para o CCR nos imigrantes em comparacdo aos nativos que
mantiveram seu estilo de vida habitual. Em conjunto, esses dados destacam a
importancia das influéncias ambientais sobre a carcinogénese colorretal (CHAN;
GIOVANNUCCI, 2010).

1.3 Carcinogénese do célon

Dentre 0os métodos de diagndstico da carcinogénese do colon, os focos de
criptas aberrantes (FCA) correspondem a alteracdes estruturais precoces da mucosa do
célon sendo assim considerados precursores do CCR (PRETLOW et al., 1990; BIRD,
1995; POLYAK et al, 1996; BIRD & GOOD, 2000; GUPTA et al., 2007,
WARGOVICH et al.,2010). Em roedores, o céancer de colon € precedido pelo
desenvolvimento de FCA, leséo pré-neoplasica onde as criptas colonicas apresentam-se
em diversos graus de hiperplasia e displasia, com abertura da fenda luminal e com

epitélios visivelmente espessados e escuros, apresentando-se Unicas ou na forma de
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focos, que podem progredir para polipos seguidos por adenomas (tumores benignos
delimitado na mucosa) e adenocarcinomas (lesbes malignas que penetram na mucosa
muscular) (TUDEK et al., 1989; BIRD & GOOD, 2000; PERSE & CERAR, 2010;
SUZUI et al.,, 2013). Esta sequéncia de eventos hiperplasicos/displasicos é uma
consequéncia do acumulo de multiplas alteracBes genéticas e epigenéticas no epitélio
colbnico que podem levar de 10 a 15 anos para progredir para um CCR. Entretanto o
desenvolvimento do CCR pode ser mais acelerado na presenca da predisposi¢éo
familiar como na Sindrome de Lynch (ROSENBERG et al., 2009; SUZUI et al., 2013;
KUIPERS et al., 2015). Embora nem todos os FCA progridam para uma leséo
neoplésica, diversos estudos apontam que as neoplasias malignas do colon surgem, em
geral, a partir de um FCA displésico precursor (Figura 3) (HUMPHRIES; WRIGHT,
2008).

Focos de criptas Adenocarcinoma
Epitélio Normal Aberrantes Tubular
' (FCA) Invasivo

W Uy

Figura 3| Desenvolvimento do cancer de cdlon e reto. A: Fotomicrografia de colon normal
corado com azul de metileno (4x), B: Cdlon tratado com DMH exibindo focos de FCA com >10

(4x) , C: Adenocarcinoma Tubular Invasivo corado em H&E (4x) e D: Imagem ampliada 100x

10


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Per%26%23x00161%3Be%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cerar%20A%5Bauth%5D

invasdo na muscular da mucosa corado em H&E. Adaptado de PERSE; CERAR (2010) e
WARGOVICH, et al.(2010).

Os FCA apresentam indices de proliferacdo celular maiores que os da mucosa
normal (POLYAK et al.,, 1996; SHPITZ et al.,, 1997). Além disso, apresentam
mudancas no padrdo de atividade enzimatica, na reducdo de expressdo das
hexosaminidases (BARROW et al., 1990; PRETLOW et al., 1990) e da produgéo de
mucinas, com aumento de sialomucinas, fendmeno geralmente associado ao grau de
displasia e multiplicidade das criptas aberrantes (UCHIDA et al., 1997; FEMIA et al.,
2004; YOSHIMI et al., 2004). Sao ainda relatadas alteracdes genéticas nos genes K-ras
(adenomatous polyposis coli) APC e o gene p53 e alteracfes em genes associados a
inflamacdo tais como o Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) e ciclo oxigenase -2
(COX-2) responsavel por promover a angiogénese e a producdo indireta de radicais
livres (JEN et al., 1994; HEINEN et al., 1996; NUCCI et al., 1997, TAKAHASHI,
WAKABAYASHI, 2004; SENDA et al .,2005; SUZUI et al., 2013; WATSON et al.,
2016). Em alguns FCA com maior displasia h4 acimulo citoplasmatico e nuclear de -
catenina, um marcador potencial de progressdo neoplasica (YAMADA et al., 2000;
HATA et al., 2004).

Volgelstein 1988 e colaboradores descreveram a correlagdo entre o acimulo de
mutacdes genéticas e a sequéncia fenotipica no epitélio colénico rumo a malignidade
(VOLGELSTEIN et al., 1988). Mutac6es devidas a perda da heterozigosidade, ou seja,
inativacdo da segunda cdpia dos genes supressores, tornando- se homozigéticos, essas
mutacgdes inativam 0 gene supressor levando a instabilidade cromossdmica nos genes
APC e p53 e nos genes de progressdo tumoral como K-ras, tém sido correlacionados
com cerca de 80% dos casos de CCR esporadico. A instabilidade de regides
microssatélites associadas com mutagdes de genes de reparo que resultam na replicacdo
de erros no DNA através de delecBes e insercGes também tem sido sugerida como um
fator desencadeador do desenvolvimento do cancer de colén e reto (BOLAND et al.,
2010,CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 2012; LI et al., 2013). Outras
anormalidades génicas relevantes para a carcinogénese de colon incluem os reguladores
do ciclo celular, migracdo celular, moléculas de adesdo celular e diferenciacdo séo

outros eventos envolvidos na patogénese desta doenca (BISHEHSARI et al., 2014).
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1.4 Carcinogeno 1,2- Dimetilhidrazina (DMH)

O estudo da carcinogénese experimental do coélon em roedores tem uma
historia notavelmente longa, datando de quase 80 anos. O primeiro estudo publicado de
Lorenz (1941) demonstraram tumorigénese no estdmago e no intestino de camundongos
apos a alimentagdo com hidrocarboneto aromatico policiclico, metil-colantreno. Lisco e
seus colaboradores (1947) relataram que a alimentacdo com itrio radioativo em ratos
induziu uma alta proporc¢édo de tumores do célon e Walpole e seus colaboradores (1952)
relataram que injecGes de 4-aminodifenil e 3,2-dimetil-4-aminodifenil desenvolveram
tumores no célon em ratos (ROSENBERG et al.,2009).

Diversos agentes quimicos tém sido utilizados para induzir tumores de célon
em roedores, como as nitrosaminas ou aminas heterociclicas que sdo pouco utilizadas na
carcinogénese de célon. Os agentes que mais se destacam sdo 1,2-dimetilhidrazina
(DMH) e seu metabdlito, o azoximetano (AOM) (PERSE; CERAR, 2010; SUZUI et al
2013).

A identificacdo do carcinbgeno DMH surgiu a partir de um estudo
populacional de Laqueur em 1963 com uma farinha da espécie Cycas circinalis no qual
as hidrazinas foram relatadas como sendo possiveis carcin6genos de colon. Quando os
roedores foram alimentados com grandes quantidades de farinha de cicadaceas, 0s
adenocarcinomas no colon surgiram em alguns animais. Descobriu-se posteriormente
que o carcindgeno na farinha de cicadaceas era a cycasina, uma forma de
metilazoximetanol (MAM) (ROSENBERG et al.,2009).

O DMH é metabolicamente ativado no figado por uma série de reacdes atraves
dos metabdlitos intermediarios, o azoximetano (AOM) e o metilazoximetanol (MAM),
para 0 metabolito cancerigeno final o ion de metil diazénio altamente reativo. O MAM
pode ser excretado na bile e transportado para o clon ou entrar diretamente nas células
epiteliais do célon através da circulacdo sanguinea. O metabolito final é responsavel
pela metilacdo das bases do DNA que levam a lesdes com diversas similaridades
morfoldgicas e moleculares com o cancer de colén esporadico humano (Figura 4)
(PERSE; CERAR, 2010).
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Figura 4| Agente quimico 1,2 Dimetilhidrazina (DMH) e seus metabolitos intermediarios
(AOM/MAM) e metabdlito final (lon metildiazonio) responsavel pela inducdo de cancer no
cblon através da ativacdo da DMH no figado seguida da excre¢do da MAM dentro da bile e
transportada para o colon. Adaptado de PERSE; CERAR (2010) e SUZUI et al. (2013).

Este modelo é bem estabelecido e largamente empregado na carcinogénese
experimental de cdlon, que tem como finalidade identificar as vias da carcinogénese de
célon, para estudo de agentes ambientais, dietéticos e quimiopreventivos no processo de
cancer de colon e assim elucidar novos alvos para quimioprevencdo a partir de um
estudo de curto ou médio prazo (RODRIGUES et al., 1992; TANAKA, 2009; PERSE;
CERAR, 2010).

1.5 Quimioprevencao

A quimioprevengdo é conceituada como o emprego de agentes naturais ou
sintéticos capazes de prevenir o desenvolvimento de tumores benignos ou malignos
(HAKAMA, 1998, BONOVAS et al., 2008, LANDIS-PIWOWAR; IYER, 2014) . Em
termos mais especificos, envolve o0 uso ao longo prazo de uma variedade de compostos

que podem retardar, impedir ou mesmo reverter o desenvolvimento de neoplasias,
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mostrando-se de essencial importancia para pacientes predispostos geneticamente e para
aqueles que sdo sensiveis as causas ambientais associadas aos diversos tipos de
neoplasias (TANAKA, 2009).

Diversos estudos tém sido conduzidos para elucidar a eficiéncia e acdo de
agentes quimiopreventivos, principalmente dos compostos bioativos presentes em
alimentos (DAVIES, et al., 2005). A carcinogénese ¢ um processo de multiplas etapas,
consistindo das fases de iniciagdo, promogdo e progressao, envolvendo geracOes
subsequentes de células que exibem continuas perturbacdes celulares e moleculares. Por
isso, a sequéncia de multiplas etapas destes eventos exibem diversas fases de
intervencdo para inibigéo, reversdo ou supressdo dos processos da carcinogénese antes
do desenvolvimento de neoplasias malignas (RAJAMANICKAM; AGARWAL, 2008).

Existem trés niveis de prevencdo, dependendo do alvo da intervencdo: (a)
prevencdo primaria — destinado a individuos sadios que podem apresentar caracteristicas
de alto risco com mutacBes genéticas, predispondo-os ao desenvolvimento do cancer;
(b) prevencdo secundaria — tratar pacientes no estagio inicial da doenca com lesdes
benignas (adenomas no cdlon) objetivando a prevencao da progressdo do cancer; (c)
prevencdo terciaria — para evitar recidivas em pacientes terapeuticamente curados (DE
FLORA; FERGUSON, 2005; BONOVAS et al., 2008). Na prevencdo primaria, 0
desenvolvimento de células neoplésicas é minimizado pela inibicdo de mutacBes nas
células alvos, reducdo na formacao de células iniciadas, incluindo também a inibicédo da
fase de promoc¢do do tumor com reducdo dos efeitos genotoxicos, pela acdo dos
antioxidantes e da atividade anti-inflamatdria, agindo nas ciclooxigenases, proliferacao
celular, iINOS e interferindo em mdltiplas vias de sinalizacdo (DE FLORA,
FERGUSON, 2005). A prevencdo secundaria explora uma série de mecanismos
direcionados a inibicdo da progressdo tumoral, modulando os sinais de transducéo, atua
no sistema imunoldgico e na inibicdo da angiogénese evitando que a malignidade se
instale entre as células transformadas. A prevencdo terciaria deve levar em consideracao
0S mecanismos tanto da prevencdo primaria quanto os da secundaria e a inibicdo da
invasdo e metastase através da ativacdo dos genes anti-metastatico (STEWARD;
BROWN, 2013; DE FLORA; FERGUSON, 2005).

Os agentes quimicos com potencial para quimioprevencdo podem ser
enquadrados em duas categorias principais, de acordo com o estagio da carcinogénese
em que atuam: agentes bloqueadores e agentes supressores (STEWARD; BROWN,

2013). Os agentes bloqueadores influenciam os processos de ativacdo/absorcéo,
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biotransformacdo, excrecdo e de ligacdo ao DNA por substancias cancerigenas,
impedindo a formagdo de celulas iniciadas. Os agentes supressores interferem em
alguns eventos celulares criticos durante as etapas de promocgdo/progressao da
carcinogénese e, consequentemente, previnem a evolucdo das células iniciadas a
malignidade (STEWARD; BROWN, 2013). Desta forma, os agentes quimiopreventivos
podem ser classificados nessas duas categorias considerando-se o fato dos bloqueadores
serem efetivos quando administrados antes ou simultaneamente ao cancerigeno,
enguanto que 0s supressores, ap0s a etapa de iniciacdo da carcinogénese
(RAJAMANICKAM; AGARWAL, 2008).

Agentes capazes de suprimir estas multiplas etapas possuem grande potencial
para quimioprevengdo. Um agente quimiopreventivo ideal deve exibir pouca ou
nenhuma citotoxicidade, boa eficacia em multiplos alvos, capacidade de consumo oral,
mecanismos de acdo conhecidos, baixo custo e boa aceitagdo humana
(RAJAMANICKAM; AGARWAL, 2008). A prevencdo primaria através dos produtos
naturais como graos, nozes, cereais, especiarias (pimentas), frutas, vegetais, bebidas,
plantas medicinais e ervas e seus varios constituintes fitoquimicos, incluindo fenolicos,
flavonoides, carotendides, alcaldides, nitrogénio e compostos com organossulfurados
(alho e cebola) que conferem efeitos protetores tém recebido grande atencdo na
prevencdo do cancer, devido aos seus varios beneficios para saude, baixa toxicidade e
baixos efeitos colaterais e as limitagcbes encontradas nos agentes quimioterapicos
convencionais (MANZANO; PEREZ-SEGURA, 2012; JAGANATHAN et al., 2014).

Uma vez que a dieta tem um papel importante na etiologia do CCR, a
quimioprevencgéo pela introducdo de alimentos funcionais vem recebendo atengédo da
populacdo para a prevencdo do cancer de colon. No entanto, a identificacdo de um
agente com potencial quimiopreventivo requer varios estudos in vitro e estudos de
toxicidade em modelos experimentais antes de iniciar ensaios clinicos em humanos
(RAJAMANICKAM; AGARWAL, 2008). Atualmente muitos agentes naturais s&o
estudados para elucidar suas vias e seus efeitos no organismo humano, dentre eles a

capsaicina, encontrada em diversas pimentas e pimentoes.

1.6 Historia da origem da Pimenta

As pimentas da familia solandcea e do género Capsicum sdo consumidas

principalmente como condimentos alimentares em muitas regides do mundo devido a
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sua pungéncia, aroma e cor. De fato, um quarto da populacdo do mundo consome
pimentas de alguma forma diariamente (SURH, 2002; ARORA et al., 2011). Existe uma
grande diversidade das pimentas do género Capsicum encontradas no Centro-Sul da
Ameérica do Sul, sendo a maioria das espécies encontradas entre o Brasil e a Bolivia. Na
Bolivia, sdo reconhecidas em torno de 20 a 27 espécies de pimentas do género
Capsicum (ARORA et al., 2011). Evidéncias arqueoldgicas e analises genéticas levaram
a uma distribuicdo mais precisa sobre a domesticacdo das pimentas sendo que a C.
annuum foi inicialmente domesticado no México ou no Norte da América Central, C.
Frutescens no Caribe, C. baccatum na planicie da Bolivia, C. chinense na planicie do
norte da Amazonia e C. pubescens no sul da Cordilheira dos Andes (PERRY et al.,
2007, GUZMAN & BOSLAND, 2017) (Figura 5). A arqueoldgica indica que as
pimentas tém uma historia de uso humano que remonta ha quase 9000 anos, tornando
Capsicum um dos géneros mais antigos de plantas domesticadas e mais notaveis
economicamente (STEWART et al., 2007, PERRY et al., 2007). Uma das possiveis
razGes para uma domesticacdo tdo precoce € que as pimentas foram utilizadas como
plantas medicinais pelos povos indigenas (GUZMAN& BOSLAND, 2017).

Chile (Andes) .
oubese Copsicum chinenses
fﬂﬂ‘lﬂ;':‘ oto o Pimenta Habanero

Figura 5 | Mapa demonstrativo da origem e domesticagdo das pimentas na América do Sul e sua
dispersdo para outros continentes. Adaptado de GUZMAN, BOSLAND (2017), PERRY et
al.(2007).
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Atualmente existem em torno de 200 espécies de pimenta, entre elas as
pimentas doces (ndo pungentes) como a paprica (Capsicum annuum) e as pimentas
quentes (pungentes) da espécie Capsicum chinense, que inclui uma variedade de
pimentas como Malagueta, pimenta Habanera, Trinidad Moruga Scorpion, Capsicum
baccatum popularmente conhecida como pimenta-dedo-de-moca, Cambuci e Cumari, C.
Frutescens a pimenta tabasco e a C. pubescens pimenta Rocoto (ARORA et al., 2011,
HUANG et al., 2013; LILLYWHITE et al., 2013)

Os capsaicinbides que ddo a sensagdo picante e de ardéncia sdo considerados
um ingrediente alimentar muito popular na América Latina, na culindria Africana e
Asiatica, tornando-se cada vez mais importante para as inddstrias alimentares
Americanas e Européias (GUZMAN; BOSLAND, 2017). Em 2011 o valor global de
producdo de pimentas arrecadou mais de 14.4 bilhGes de dolares, sendo uma
importancia consideravel para a economia global (CHAPA-OLIVER; MEJIA-
TENIENTE, 2016).

1.7 Biossintese da capsacina e suas caracteristicas moleculares

A capsaicina (8-metil-N-vanilil-trans-6-nonamida), principal componente das
pimentas é uma substancia alcaloide cristalina de natureza lipofilica, incolor e inodoro,
com a férmula molecular C1gH27NO3, responsavel pela pungéncia de diversas espécies
de pimentas e pimentdes. Acumulada na epiderme secretora do septo dos frutos do
género Capsicum (familia Solanacea), a estrutura quimica da capsaicina representa
cerca de 90% dos capsaicindides seguida de dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina,
homodihidrocapsaicina e homocapsaicina. A biossintese de todos estes compostos sdo
formadas pela condensacdo da vanilil amina e 4&cidos graxos de diferentes
comprimentos de cadeia (REYES - ESCOGIDO et al., 2011) ( Figura 6).
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Figura 6 |Formula molecular da capsaicina. (A) anel aromatico formado pela cadeia vanilil,
responsével pela afinidade com os receptores da familia TRPV, (B) ligacdo amida responsével
pela pungéncia e manutencdo da excitacdo dos neurdnios sensoriais e (C) cadeia variavel de

acidos graxos fornece maxima potencia da molécula. Adaptado de BASITH et al, (2016).

A Dbiossintese de capsaicina especificamente é definida por duas vias:
fenilpropandide, que determina a estrutura fendlica e o metabolismo de &cidos graxos,
que determina a cadeia dos acidos graxos da molécula. A condensacdo de ambas as vias
¢ promovida pela enzima capsaicina sintase (Punl- AT3 gene responsavel pela
producéo de capsaicinoides) que utilizam ATP e coenzima A (CoA) e vanilil amina para
formacdo da molécula . A regido A da molécula de capsaicina é responsavel pela
atividade agonista, ou seja, € a regido onde a molécula se liga ao receptor da célula alvo,
sendo a regido mais potente da molécula (REYES - ESCOGIDO et al., 2011) (Figura 7).
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Figura 7| Resumo da Biossintese da Capsaicina. (A) Via fenilpropandide, producéo do grupo
fendlico.(B) Via dos acidos Graxos producdo da cadeia de acidos graxos. A capsaicina sintase
responsavel pela formacéo da molécula capsaicina. Adaptado de STEWART, et al.(2007).

A concentracdo de capsaicina aumenta gradualmente durante o
desenvolvimento da fruta, atingindo niveis maximos aos 40 a 50 dias. Apos este periodo
ocorre a degradacdo em compostos secundarios devido a acdo da peroxidase
(STEWART, et al.,2007, REYES - ESCOGIDO et al., 2011).

Pesquisas destinadas a aumentar ou melhorar a producdo de compostos
pungentes revelaram que o estresse hidrico, aumenta os niveis de capsaicinoides, pois o
déficit de agua afeta a via da fenilpropandide onde se concentra a pungéncia das
pimentas (ESTRADA et al.,1999, STEWART et al., 2005, REYES - ESCOGIDO et al.,
2011).
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1.8 Ac¢do da capsaicina e seus efeitos nutricionais e farmacolégicos

A capsaicina é um ingrediente alimentar bioativo natural com propriedades
anti-inflamatoria, antimicrobiana, antifungica, termogénica e antioxidante auxiliando na
protecdo de diversas doengas como obesidade, hipertensdo, dislipidemia, diabetes e
aterosclerose (Figura 9) (HUANG et al., 2013; SUN et al., 2016). Além disso, estudos
mais diversificados com a capsaicina séo realizados com a intencdo de investigar seus
efeitos em diversos tipos de cancer como de estbmago, mama, figado, colon e pulméo
(CLARK; LE, 2016).

Diversos tipos de
cancer

Dislipidemia

Figura 9 | Imagem demonstrativa da acdo da capsaicina em diversas doencas e seus efeitos
fisiologicos. (SHARMA et al., 2013, CLARK; LEE, 2016).

Os efeitos farmacoldgicos da capsaicina sdo conhecidos desde a antiguidade.
Extensas pesquisas foram realizadas para determinar aplicacfes especificas dessa
molécula, inclusive para o trato gastrointestinal, para perda de peso e como analgésico
(SRINIVASAN, 2016).

Seus analogos tém sido utilizados em forma de cremes topicos para tratar
sindromes de dores cronicas, como neuralgia pds-herpética (dores na pele), dor no

musculo esquelético (tenddes e articulacBes), neuropatia diabética (lesdes nos nervos),
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osteoartrite e artrite reumatoide. Também utilizado para tratar dor por erupgéo cutanea,
psoriase, mastectomia, dores geradas pelo cancer e distirbios da bexiga. (REYES-
ESCOGIDO, et al.,2011, BASITH et al.,2016).

Um estudo de Armstrong e seus colaboradores (2011) observou que a
aplicacdo topica de 8% de capsaicina para tratar a neuralgia pds-herpética apresentou
maior efetividade e apresentou menor custo que os demais remédios orais utilizados
habitualmente para este tratamento (ARMSTRONG et al.,2011). Em outro estudo mais
recente foi demonstrado a eficacia da aplicacdo topica de 8% de capsaicina no
tratamento do transtorno de articulacao temporomandibular (CAMPBELL et al., 2017).

Além da aplicacdo topica da capsaicina sua agdo termogénica € bastante
pesquisada. Um estudo em humanos demonstrou que a quantidade padronizada de 1 g
de pimenta cayenne, que contém em sua composi¢do 1995ug / g de capsaicina, 247 ug / g
de nordihidrocapsaicina e 1350 ug / g de dihidrocapsaicina, por refeicdo apresentou aumento
no gasto energético pds prandial e diminuicdo de apetite em adultos jovens (LUDY;
MATTES, 2011).

Outro estudo randomizado duplo-cego de Zheng e claboradores (2017),
indicou que o peso corporal diminuiu a partir da segunda semana de suplementacdo em
individuos entre 30 e 65 anos com indice de massa corpérea (IMC) acima de 23 kg / m?
tratados com capsaindides (10 mg / kg por dia) por 4 semanas (ZHENG et al.,2017).

O efeito bioldgico da capsaicina depende da dose administrada e do tempo de
exposicdo. A exposicdo a altas doses (acima de 100 mg de capsaicina por kg de peso
corporal) durante um periodo prolongado pode causar Ulceras pépticas, acelera o
desenvolvimento de céncer de prostata, estdbmago, duodeno e figado e metastase em
cancer de mama (ROLLYSON et al., 2014). Em camundongos e ratos existe um valor
méaximo de ingestdo de capsacina chamada de dose letal (DL50). Em camundongos
machos a ingestdo méaxima é de 118,8 mg/ kg corpéreo e fémea 97,4 mg/kg. Em ratos
machos a DL50 chega a 161,2 mg/kg e em fémeas 148,1mg/kg os sintomas s&o
convulsdo e dispnéia as causas de Obito estdo relacionadas com a hipotensdo e paralisia
respiratoria (SAITO;YAMAMOTO.,1996).

Os efeitos da capsaicina ocorre ao se ligar ao receptor de potencial transiente
vanildide do tipo 1 (TRPV1), expresso principalmente em neurdnios sensoriais, porem
distribuido amplamente em outros tecidos do corpo como rins, intestinos e figado, além
de diversas células como granulécitos, polimorfonucleares, mastécitos e macrofagos

(GEES et al., 2010). O TRPV1 pertence a familia TRP canais que participam das vias

21



Tabela 6 — Dados quantitativos e qualitativos das amostras de RNA total célon.

Grupos Amostras 230/260 260/280 [ng/uL] RIN!
CAPPO1 2.038 1.629 149.2 7.6
CAPPO2 2.031 1.518 156.0 8.0

G1 CAPPO9 2.011 1.882 572.8 8.0
CAPP10 1.982 1.475 486.0 8.8
CAPP15 1.987 1.525 631.2 8.4
CAPP20 2.032 1.596 401.6 9.1
CAPP24 2.019 1.502 290.8 8.3

G2 CAPP26 2.003 0.467 230.0 8.3
CAPP28 1.969 1.601 126.8 8.7
CAPP29 2.03 2.105 119.0 7.1
CAPP32 1.973 1.296 208.4 7.1
CAPP35 2.012 1.771 278.4 8.5

G3 CAPP36 2.039 2.061 393.2 8.5
CAPP40 1.992 1.831 316.4 8.3
CAPP44 2.016 2.027 569.2 8.5

Média 2.009 1.619 328.6 8.213
+ DP 0.024 0.398 172.847 0.574

Gl = DMH + veiculo; G2 = DMH + CAP 5mg/kg; G3 = DMH + CAP 50mg/kg.
INUmero da integridade do RNA.

6.8 Expressdo Génica

A Tabela 6 apresenta os genes diferencialmente expressos em tumores de célon
do grupo tratado com a maior dose de capsaicina (50mg/kg, G3) em comparagdo com 0
grupo controle tratado com DMH (G1). Identificamos trés genes diferencialmente
expressos no grupo G3 em comparagdo com o grupo controle (G1). Observamos
aumento da expressdo do gene Jagl e diminuicdo da expressdo dos genes Cebpd e

Faslg. Ndo identificamos diferencas na expressao génica nos demais grupos.
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Tabela 7- Expressao diferencial de genes em tumores do colon de animais tratados com

50mg/kg de capsaicina (G3)®.

Comparacdo Gene ID Processo Celular Fold Valor de
Change P
CEBPD ENSGO000  Envolvido na regulacdo das 0.428 0.045
00221869 respostas imunes e
inflamatérias.
G3vs G1 FASLG ENSGO000 Regulacdo do sistema 0.292 0.004
00117560  imunoldgico e na progressdo
tumoral.
JAG1 ENSGO000 Envolvido na sinalizacdo do 1.960 0.050
00101384 receptor Notch (Progressao
Tumoral).

1 Os niveis relativos de expressdo foram determinados por normalizacdo com os genes 3-fosfato
desidrogenase  (Gapdh), beta-glucuronidase (Gusb) e hipoxantina-guanina  fosforibosiltransferase
(Hprt1).0s grupos experimentais foram comparados usando o Student’s t-test. Fold Change (1.5) e o
valor de p< 0,05.G1 = DMH + veiculo; G2 = DMH + CAP 5mg/kg; G3 = DMH + CAP 50mg/kg.

7.0 Discussao

No presente estudo, avaliamos o potencial quimiopreventivo e alvos
moleculares envolvidos nos efeitos anti-proliferativos e pré-apoptéticos da capsaicina
em modelo de promocdo da carcinogénese de colon induzida pela DMH. Nossos
resultados revelaram um potencial papel supressor da capsaicina, quando esta
substancia natural foi administrada na etapa de promocdo da carcinogénese de colon.

A administracdo da capsaicina na dose de 50mg/kg ap6s o tratamento com a
DMH reduziu o desenvolvimento de focos de criptas aberrantes (FCA), os indices de
proliferacdo celular em tumores e na mucosa coldnica, reduziu expressdo aberrante
(nuclear) de B-catenina e o grau de invasividade dos tumores. Esta dose de capsaicina
também mostrou efeito protetor de danos na mucosa induzidas pela administracao
aguda da DMH (Caetano et al., 2018)

As doses de capsaicina utilizadas (5 e 50mg/kg p.c) ndo apresentaram efeito
toxico para o figado e rins conforme as analises bioguimicas das enzimas ALT e
creatinina e pesos hepaticos e dos rins, indicando que as doses administradas foram
seguras. Estes dados corraboram com os trabalhos de Hassan (2012) e de Yoshitani

(2001) que mostram que o tratamento com capsaicina na dose de 40mg/kg e 500ppm na
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racdo ndo alterou o perfil de enzimas hepaticas e renal em modelo de hepatoxicidade
induzida pelo tetracloreto de carbono (CCl,) e tambem em modelo de carcinogénese de
cblon induzida pela 1,2- Dimetilhidrazina (DMH) (YOSHITANI et al.,2001; HASSAN
etal., 2012).

Os focos de criptas aberrantes (FCA) tém sido adotados como marcadores para
estudos de agentes quimiopreventivos em diferentes modelos de carcinogénese de colon
(WARGOVICH, et al., 2010). Em nosso estudo, a administracdo de capsaicina nas
doses de 5mg/kg e 50mg/kg resultou em diminuicdo no desenvolvimento de FCA. Os
numeros totais de FCA, criptas aberrantes e multiplicidade de FCA foram
significativamente reduzidos nos grupos que receberam capsaicina. No estudo de
Yoshitani e seus colaboradores em 2001 observaram uma diminuicdo significativa de
FCA em animais que receberam em sua dieta 500 ppm de capsaicina durante 12
semanas de experimento (YOSHITANI et al., 2001). Outros estudos mostram que uma
reducdo de FCA com grande numero em ACs possuem maior potencial para progredir
para adenomas e adenocarcinomas (YOSHIMI et al.,2004 ;ORLANDO et al. 2008).

Nesta perspectiva, a administracdo de capsaicina na dose de 50mg/kg reduziu
o0 numero de FCA 4-9 e reduziu a incidéncia de tumores invasivos e pouco
diferenciados. O ndmero de carcinomas in situ foi maior no grupo tratado com
50mg/kg de capsaicina quando comparado com o grupo tratado com DMH. Estes
achados indicam o potencial efeito quimioprotetor da capsaicina em retardar e suprimir
o desenvolvimento tumoral. Nossos resultados corroboram com estudos in vitro que
sugerem reducdo da capacidade invasiva da capsaicina em células tumorais humanas e
estudo in vivo que mostra reducdo de adenocarcinoma em animais que receberam 500
ppm de capsaicina na dieta (YOSHITANI et al., 2001, NOLAN et al., 2016; HURLEY
etal., 2017).

As analises imunoistoquimicas demonstram reducdo dos indices de
proliferacdo celular no grupo que recebeu a dose de 50mg/kg de capsaicina, tanto em
tumores quanto na mucosa do célon. Estes achados estdo de acordo com estudos in vitro
que demonstram atividade anti-proliferativa da capsaicina em diversos modelos e
linhagens tumorais (BROWN et al. 2010; PARK et al. 2014; QIAN et al. 2016).

O tratamento com capsaicina na dose de 50mg/kg diminuiu a incidéncia de
tumores com expressdo nuclear aberrante da proteina B-catenina, quando comparada
com os demais grupos. A via de sinalizagdo Wnt/B-catenina € altamente conservada em

invertebrados e vertebrados, responsavel pelo controle da proliferacdo, polaridade e
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destino celular durante a embriogénese e na homeostase tecidual (CLEVERS; NUSSE.,
2012). A mutacdo na via Wnt estd relacionada a eventos importantes como
desenvolvimento de neoplasias malignas, incluindo o cancer do colon (ANASTAS;
MOON 2013). Em nosso estudo a capsaicina apresentou acao supressora, reduzindo a
translocacdo da P-catenina para o nucleo e, portanto, suprimindo a interagdo com 0s
fatores de transcricdo que culminam na proliferacdo celular (LEE et al.,2012). Este
resultado é consistente com nossos achados de proliferacdo celular pela expressdo
imunoistoquimica de Ki-67 e diminuicdo do numero de FCA (ROH et al. 2001,
MACDONALD et al.,2009 ).

A anélise da expressdo génica de tumores demonstrou aumento da expressao
do gene Jagl e reducéo da expressdo dos genes Cebpd e Faslg no grupo tratado com
capsaicina na dose de 50mg/kg comparado com grupo controle tratado com DMH. O
gene Jagl codifica uma proteina transmembrana do tipo | (Jaggedl) que se acopla a
receptores Notch expressos em células de mamiferos. A Jaggedl é super expressa em
muitos tipos de cancer, desempenhando papel importante em varios aspectos da
biologia dos tumores (LI et al. 2014). A ativacdo de Notch estimulada por Jagl esta
diretamente implicada no crescimento de tumores através da manutencao de populactes
de células neoplésicas, promovendo a sobrevivéncia celular, inibindo a apoptose e
conduzindo a proliferacdo celular e metastase (GUILMEAU et al.,2012; SUMAN et al.
2014). Alem disso, a Jagl pode influenciar indiretamente os componentes do
microambiente tumoral, aumentando a vascularizacdo e a infiltracdo de células
imunolégicas (DA et al. 2014). Estes achados ndo foram positivos para o estudo, no
entanto este gene serve como biomarcador para deteccdo precoce de recorréncia,
metastase e progndstico do CCR (ZHENG et al.,2015).

O gene Cebpd (CCAAT-enhancer binding protein delta) codifica uma proteina
que atua como fator de transcricdo, envolvida no desenvolvimento embrionério,
regulacdo da diferenciacdo celular, da motilidade e apoptose (RASK et al. 2000;
BALAMURUGAN; STERNECK 2013). A expressdao aumentada do gene Cebpd foi
detectada em varios tipos de tumores malignos, sendo correlacionada com mecanismos
chave no processo de progressdo neoplasica (STAIGER et al. 2009). A diminuigdo da
expressao deste gene identificada em nosso estudo estd de acordo com os achados de
proliferacdo celular em que diminuicdo da expressdo imunoistoquimica de Ki-67 foi

observada no grupo que recebeu maior dose de capsaicina (50 mg/kg).
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O gene Faslg ou CD95L codifica uma proteina transmembrana do tipo 1l
pertencente a familia do fator de necrose tumoral (TNF). Sua ligacdo com o receptor
Fas (Fasr ou CD95) induz apoptose através da ativagdo da caspase-8 e caspase-3,
desempenhando importante papel na regulagdo do sistema imunoldgico e na progressdo
tumoral (PRYCZYNICZ et al., 2010; PETER et al. 2015). O aumento da expressao de
Faslg € encontrado em céncer do esbfago, estdmago, péncreas, colorretal e no
carcinoma hepatocelular (ZHANG et al., 2005). Estudos demonstram que pacientes com
cancer de colon avancado ou com metastase linfatica ou hepética apresentam maior
expressao de Fas/ Faslg. A expressdo de Faslg em células neoplasicas implica na
resisténcia a apoptose, supresséo da resposta imune, crescimento tumoral e invasividade
(CHEN et al. 2010; BREMER 2013; XU et al. 2013). O aumento da taxa de
proliferacdo celular e resisténcia a quimioterapicos também sdo promovidos pela
expressao de Faslg, sendo considerado importante alvo no tratamento do cancer
(PETER et al. 2015). A descoberta de novas moléculas que inibem a expressao de Faslg
pode resultar na reducdo da progressdo tumoral e o desenvolvimento de metastases
(CHEN et al. 2010).

Com isso, no nosso protocolo de promocdo, a administracdo de capsaicina, na
dose de 50mg/kg suprimiu a expressdo de Faslg, regulando o crescimento e
invasividade tumoral. Este achado estd de acordo com os dados histopatolégicos que
demonstraram reducdo do nimero de adenocarcinomas invasivos no grupo tratado com
50 mg/kg de capsaicina. Este resultado também é consistente com os achados
imunoistoquimicos para [B-catenina, onde observamos reducdo da expressdo aberrante
(nuclear) de B-catenina nos tumores dos animais tratados com capsaicina na dose de
50mg/kg.

A andlise conjunta dos dados morfolégicos e moleculares do presente estudo
documenta o potencial papel supressor da capsaicina na etapa de promog¢do da
carcinogénese de colon induzidas quimicamente. Este resultado corrobora com o estudo
de Caetano e colaboradores (2018) no qual, foi observado que a administracdo da
capsaicina na etapa de iniciacdo da carcinogénese de célon, ndo apresentou alteracdo a
nivel de tumores, porém quando administramos a capsaicina apds a inicia¢do foi
observado uma reducédo de tumores invasivos.

Sendo assim, a capacidade dos metabolitos da capsaicina em danificar o DNA

€ promover a carcinogénese permanece sem suporte.
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Embora, alguns estudos in vitro demonstrem acdo anticarcinogénica da
capsaicina em células de tumores de estdbmago e pulmao (LAU et al., 2014, CLARK et
al.,2015), os potenciais efeitos inibitorios da capsaicina no desenvolvimento de tumores
colbnicos devem ser ainda melhor investigados visto que o consumo de capsaicina via
alimentacdo tem grande alcance em atuar como preventiva em doencas humanas (BLEY
et al.,2012).

8.0 Conclusao

A capsaicina na dose de 50mg/kg apresentou efeitos quimiopreventivos na
carcinogénese de colon em ratos induzidos pela DMH.

A utilizacdo da capsaicina de alta pureza e protocolos padronizados fornecem
evidéncias de que o potencial genotoxico e cancerigeno da capsaicina é baixo e que a
pureza da capsaicina testada é importante. Em virtude da falta de estudos
epidemiolégicos indicando o consumo médio de capsaicina na populagdo mundial, os
resultados observados com a dose de 50 mg/kg devem ser avaliados quanto a

plausabilidade de efeitos similares no ser humano.
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