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RESUMO

A desnervagao experimental do plexo mientérico pelo cloreto de benzalcénio (BAC) possui
mecanismos protetores sobre a carcinogénese do colon. Embora varios autores demonstrem
que a desnervagao pelo BAC desenvolva alguma agéo protetora no trato gastrointestinal, seus
mecanismos ainda néo foram bem estabelecidos. Dessa forma, o objetivo do presente estudo
€ estabelecer os mecanismos pelos quais o BAC protege contra a carcinogénese
experimental colbnica induzida quimicamente. Para isso, ratos ou camundongos foram
expostos aos carcindégenos Metil-N-nitro-N-nitroso-guanedina (MNNG 60 mg/kg) ou
dimetilhidrazina (DMH 125 mg/kg) para desenvolvimento da carcinogénese colbnica,
enquanto o surfactante BAC (0,3% ou 1,5 mM) foi utilizado para ablagéo do plexo mientérico.
Um anel de silicone foi posicionado ao redor do colon esquerdo, abaixo do reflexo peritoneal
para execucao do modelo experimental de megacdlon obstrutivo. Assim, os animais foram
divididos em trés experimentos distintos, a fim de avaliar: i. associagcdo do modelo de
megacoélon obstrutivo a desnervagéao; ii. o papel do sistema nervoso entérico (SNE) e de
espécies reativas do oxigénio (EROs) no efeito protetor da desnervagdo com BAC contra o
cancer colorretal (CCR) e iii. o papel do Receptor de potencial transitério vaniléide — Tipo 1
(TRPV1) na carcinogénese colénica em animais TRPV1”. Apds os experimentos, foram
avaliados os niveis de malondialdeido (MDA) e glutationa reduzida (GSH) colbnicos, para
determinagéo do papel de EROs na desnervagéo associada a carcinogénese. Além disso, foi
realizada a técnica de imunoistoquimica para deteccédo de células positivas para a histona
yH2AX (yH2AX), antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), [B-galactosidase,
ciclooxigenase-2 (COX-2), ubiquitin C-terminal hydrolase L1 (UCHL1) e receptor de potencial
transitorio vanildide do tipo 1 (TRPV1). O numero de criptas displasicas também foi analisado
nesse estudo. Como resultado, a desnervagédo com BAC foi capaz de diminuir yH2AX, PCNA,
B-galactosidase, UCHL1, MDA e COX-2 (P<0,05). Em contraponto, aumentou os niveis de
expresséo de GSH e TRPV1. Também foi encontrado um aumento no numero de criptas
displasicas em animais TRPV1"-. Em conjunto, nossos achados sugerem que a desnervagio
— € ndo 0 megacolon obstrutivo - protege contra o cancer, além de elucidar os mecanismos
pelos quais essa protegao ocorre, envolvendo principalmente a redugao de estresse oxidativo,

da expressao de COX-2 e aumento da expressao de TRPV1.

Palavras-chave: Cancer de célon. Desnervacao. SNE. BAC. MNNG. DMH.
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ABSTRACT

Experimental denervation of the myenteric plexus by benzalkonium chloride (BAC) has
protective mechanisms against colon carcinogenesis. Although several authors demonstrate
that denervation by BAC has some protective action in the gastrointestinal tract, its
mechanisms have not yet been well established. Thus, the aim of the present study is to
establish the mechanisms by which BAC protects against experimental colonic
carcinogenesis. For this, rats, wild-type or TRPV 1" mice were exposed to the carcinogens
Metil-N-nitro-N-nitroso-guanedine (MNNG 60 mg/kg) or dimetilhidrazine (DMH 125 mg/kg) for
the development of colonic carcinogenesis, while the BAC surfactant (0.3% or 1.5 mM) was
used for ablation of the myenteric plexus. A silicon ring was positioned around the left colon,
about 3 cm below the peritoneal reflex to acquire the experimental model of obstructive
megacolon. Thus, the animals were divided into three different experiments, in order to
evaluate: i. association between obstructive megacolon model and BAC denervation; ii. The
role of the enteric nervous system (ENS) and reactive oxygen species (ROS) in the protective
effect promoted by BAC denervation against colorectal cancer (CRC) and iii. The role of
Transitory Receptor of Potencial Vanilloid — Type 1 (TRPV1) in colonic carcinogenesis by using
wild type and TRPV1" mice. After all the experiments, colonic malondialdehyde (MDA) and
reduced glutathione (GSH) levels were evaluated to determine the role of the ROS in the
protective effect played by denervation on carcinogenesis. In addition, immunohistochemistry
technique was performed to detect positive cells for yH2AX histone (yH2AX), Proliferating cell
nuclear antigen (PCNA), B-galactosidase, ciclooxigenase-2 (COX-2), ubiquitin C-terminal
hydrolase L1 (UCHL1) and Transitory Receptor of Potencial Vanilloid — Type 1 (TRPV1). The
number of dysplastic crypts was also analyzed. As results, the denervation with BAC was able
to decrease YH2AX, PCNA, B-galactosidase, UCHL1, COX-2 and MDA. In contrast to this, it
increased the expression levels of GSH and TRPV1. Besides that, the number of dysplastic
crypts was higher in TRPV1~ animals. Together, our findings suggest that denervation with
BAC - and not obstructive megacolon - protects against cancer, besides than elucidate the
mechanisms involved in this protective effect, mainly involving the reduction of oxidative stress,

COX-2 expression and increasing TRPV1 expression.

Key-words: Colon cancer. Denervation. SNE. BAC. MNNG. DMH.
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1. INTRODUGAO
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1.1 Cancer colorretal: contextualizagao epidemiolégica

O cancer colorretal (CCR) é, atualmente, o terceiro tipo de cancer mais incidente
e 0 segundo com maior mortalidade em homens e mulheres, podendo variar de acordo
com a faixa etaria, etnia e localizagdo geografica dos pacientes (NFONSAM; JECIUS;
CHEN; OMESIETE et al., 2019; SIEGEL; MILLER; FEDEWA; AHNEN et al., 2017;
SIEGEL; MILLER; GODING SAUER; FEDEWA et al., 2020; SIEGEL; MILLER;
JEMAL, 2016; WHO, 2018). Atualmente, a Classificacdo Internacional de Doengas
para Oncologia (CID-O) dividem os casos de CCR em duas regides distintas, de
acordo com sua localizagao: célon ou reto. No Brasil, a estimativa do Instituto Nacional
do Cancer (INCA) para o triénio 2020-2022 sugere que sejam diagnosticados 40.990
novos casos de CCR. Desse total de casos, 20.520 seriam diagnosticados em
homens e 20.470 em mulheres (Instituto Nacional do Céncer, 2020). Apesar de
acometer ambos os sexos, uma mortalidade maior (80%) é encontrada em homens
com idade superior a 60 anos de idade quando comparados as mulheres — como

elucida um estudo realizado em nosso pais, entre os anos de 2002 e 2016.

Nos Estados Unidos da América (EUA), Siegel e colaboradores estimaram para o
ano de 2020 aproximadamente 147.950 novos casos de CCR, mais de cem mil casos
se compararmos a estimativa para um triénio no Brasil (SIEGEL; MILLER; FEDEWA;
AHNEN et al., 2017; SIEGEL; MILLER; GODING SAUER; FEDEWA et al., 2020). A
questao da influéncia de caracteristicas regionais sobre o CCR também pode ser
observada em outros paises, como os EUA. Siegel e colaboradores, em 2017,
realizaram um importante estudo sobre a prevaléncia do CCR nos EUA, no qual
constataram que as taxas de incidéncia desta doenga sdo maiores em negros nao-
hispanicos e menores em americanos de origem asiatica ou de ilhas do oceano
Pacifico. Acredita-se que isto ocorra devido ao menor fator socioeconémico (ALBANO;
WARD; JEMAL; ANDERSON et al., 2007; DOUBENI; LAIYEMO; MAJOR;
SCHOOTMAN et al.,, 2012), ao menor acesso a saude e as maiores taxas de
tabagismo e etilismo, por exemplo, quando em comparagao as outras populagoes
habitantes dos EUA (SIEGEL; MILLER; FEDEWA; AHNEN et al., 2017).
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H4, ainda, fatores que caracterizam o perfil de pacientes diagnosticados com
CCR que vao além de género e regionalidade, como por exemplo, a dieta. Ha uma
maior incidéncia de CCR no Alaska, EUA, quando em comparagao a outras regides
(KELLY; ALBERTS; SACCO; LANIER, 2012) — o que pode ser decorrente da dieta
adotada por essa populagao, baseada em um alto consumo de gorduras animais e
em um baixo consumo de frutas e vegetais. A deficiéncia de vitamina D, tabagismo,
obesidade, presenca de Helicobacter pylori e diabetes encontrados nessa populagéo
também sao outros fatores que podem contribuir para uma maior incidéncia de CCR
(MCMAHON; BRUCE; KOCH; GOODMAN et al., 2016; ZUMKELLER; BRENNER;
ZWAHLEN; ROTHENBACHER, 2006).

1.2 Carcinogénese e inflamagao

A maioria dos casos de CCR ocorre de maneira esporadica, ou seja: ndo possui
correlagao hereditaria, sendo detectada geralmente nos estagios ja avancados da
doenca, como exemplificado anteriormente. Além de detectados tardiamente, esses
casos possuem histologia pouco diferenciada, com presencga de células em anel de
sinete e focos de mucina (NFONSAM; JECIUS; CHEN; OMESIETE et al., 2019),
aumentando o potencial de malignidade tumoral. Assim, o CCR esporadico inicia-se
pelo acumulo de instabilidades genémicas, como instabilidade de microssatélites e
cromossOmicas, por exemplo. Essas instabilidades culminam em aneuploidias,
segregacgao cromossdmica e perda de material cromossémico, levando a uma perda
na funcionalidade dos genes supressores tumorais APC e p53, por exemplo. Em
suma, com o acumulo dessas mutacdes ocorre a formagao dos adenomas colorretais,
classificados de acordo com os protooncogenes ou oncogenes envolvidos nas
instabilidades apresentadas. Por exemplo: a indu¢do do oncogene k-ras e a perda de
funcao dos genes supressores tumorais DCC e DPC4 levam a formagao de adenomas
intermediarios, que posteriormente evoluem para adenomas tardios. Ao ocorrer a
perda funcional do gene supressor tumoral p53, o adenoma tardio evolui, finalmente,

para carcinoma.
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Na tentativa de ilustrar didaticamente todo esse processo multifatorial de evolugao
da carcinogénese colbnica, os pesquisadores Fearon e Vogelstein (FEARON;
VOGELSTEIN, 1990) deram origem ao modelo classico de estudo do CCR na década
de noventa: a sequéncia adenoma-adenocarcinoma. Esse modelo & caracterizado
didaticamente em trés fases distintas: iniciagcdo, promogédo e progressdo tumoral.
Desde entdo, agentes carcinogénicos quimicos sao amplamente utilizados para o
estudo dessas trés fases tumorais, sendo os carcinogenos Metil-N-nitro-N-nitroso-
guanedina (MNNG), azoximetano (AOM) e dimetil-hidrazina (DMH) mundialmente
conhecidos no estudo do CCR experimental (KASDAGLY; RADHAKRISHNAN;
REDDIVARI; VEERAMACHANENI et al.,, 2014). Os carcinégenos caracterizam-se
como substancias capazes de induzir o desenvolvimento tumoral através de
alteragdes no material genético do animal, como por exemplo: metilagdo na guanidina,
alquilagao do DNA ou mutacdes pontuais no DNA da célula iniciada. Apds a exposi¢ao
do material genético ao carcindgeno, inicia-se o desenvolvimento da carcinogénese
colonica propriamente dita, através das trés principais vias moleculares: i. via de
desenvolvimento do CCR devido a perda funcional do gene APC; ii) via de

instabilidade de microssatélites e iii) via de metilagdes das ilhas CpG.

Além disso, em paralelo ao processo carcinogénico, algumas doencas
gastrointestinais (0 CCR nao-polipdide hereditario, a polipose adenomatosa familiar e
as doengas inflamatodrias intestinais) sdo capazes de fornecerem ao organismo
condigbes genéticas e moleculares predisponentes também ao CCR. Portanto,
pacientes com colite ulcerativa e doenca de Crohn, por exemplo, possuem maiores
chances de desenvolvimento de CCR, sendo que o aumento na chance de
desenvolver CCR em decorréncia de doengas inflamatdrias intestinais parece estar
relacionado mais a inflamagdo crénica da mucosa gastrointestinal do que a
predisposi¢cao genética. Para obtengdo do modelo experimental de CCR associado a
colite sao utilizados agentes proé-inflamatérios concomitantemente aos carcindbgenos
quimicos, a fim de mimetizar o processo de interagdo entre carcinogénese e
inflamag&o que ocorre espontaneamente nos humanos. O Dextran Sulfato de Sédio
(DSS) e o acido aceético sdo exemplos dos agentes utilizados, sendo o primeiro
geralmente mais utilizado para estudos relacionados a progressao tumoral mediada

pela colite cronica (colite ulcerativa ou doenca de Crohn). Ainda, quando dissolvido
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em agua potavel, o DSS é altamente téxico para o epitélio coldnico, resultando na
colite grave caracterizada por diarréia sanguinolenta (OKAYASU; HATAKEYAMA,;
YAMADA; OHKUSA et al., 1990).

Concluimos, assim, que a inflamacgé&o € um fator diretamente relacionado ao
cancer, uma vez que as células inflamatdérias sdo alguns dos principais componentes
de um microambiente tumoral col6nico, exercendo um papel crucial nas fases de
promogao, progressao e metastases tumorais (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN,
2010). Ainda, a ativag&o das células imunes frente a estimulos inflamatérios promove
a liberagédo de citocinas, quimiocinas, espécies reativas do oxigénio (EROs) e do
nitrogénio (ERNs), resultando na oxidagao de acidos nucléicos, proteinas e lipidios —

fatores capazes de induzir a formacéao de lesbes mutagénicas ao DNA.

1.3 Megacédlon, constipagcao e o CCR

A constipacéo é caracterizada pela presencga de pelo menos dois dos seguintes
sintomas: i. Defecagao infrequente (menos de 3 vezes na semana); ii. Fezes sélidas;
iii. Esforgo excessivo ao defecar; iv. Sensacao de bloqueio anorretal e vi. Sensagao
de evacuacéao incompleta apds a defecagdo (LONGSTRETH; THOMPSON; CHEY;
HOUGHTON et al., 2006). Uma dieta pobre em fibras, a sindrome do intestino
irritavel ou outras possiveis complicagdes gastrointestinais e enddcrinas podem
corroborar ao desenvolvimento dessa caracteristica. Contudo, complicagdes
relacionadas ao SNC ou SNE também podem dar origem a constipagdo, como por
exemplo, a sindrome de Parkinson e a Esclerose multipla. Ainda, a constipacao
divide-se em duas vertentes, de acordo com os sintomas apresentados pelo
paciente: 1 - Constipacdo funcional, caracterizada por dois dos sintomas acima
descritos e desconforto abdominal, e 2 - Constipagao relacionada a sindrome do
intestino irritavel (Sll), caracterizada também pela associagdo de dois dos sintomas
acima descritos, mas também ao menos dois dos seguintes: i. alivio do desconforto
apos peristaltismo intestinal; ii. Desconforto associado a fezes soélidas e iii.
Desconforto associado a defecagdo menos frequente (LONGSTRETH;
THOMPSON; CHEY; HOUGHTON et al., 2006). Além disso, estudos mostraram que
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pacientes constipados tém alteracdes no transito intestinal — o que, acredita-se ser
ocasionado pela propulsao efetiva coldnica deficiente ou até mesmo por disfuncéo
do assoalho pélvico.

Geralmente, o estagio final de uma constipacdo caracterizada pelo transito
intestinal lento é representado pelo megacdlon cronico, ou seja, ndo relacionado a
doencga de Hirschsprung ou outras patologias. Essa constipacio lenta culmina em
um acumulo de matéria fecal no célon, gerando, assim, o megacélon (MC). Dessa
forma, o MC é subdividido em trés vertentes: megacolon agudo, caracterizado pela
mediacgao simpatica em resposta a intervengdes medicamentosas ou cirurgicas em
pacientes com idade avangada, megacodlon toxico, que pode ocorrer em resposta a
uma inflamacao colénica e megacdlon crénico, que pode ser congénito (doenga de
Hirschsprung) ou representar o estagio final de uma constipagéo de transito intestinal
lento, como mencionado anteriormente (BHARUCHA; PHILLIPS, 1999; HANAUER,;
WALD, 2007).

A constipacao e o megacolon alteram alguns fatores histopatolégicos coldnicos.
Por exemplo, ha maior presenca de neurbnios agirofilicos no plexo mientérico,
diminuicdo de neurofilamentos nos ganglios entéricos e alteragdes na expressao de
peptideo vasointestinal (VIP), substancia P, PACAP, 6xido nitrico e serotonina, por
exemplo (KNOWLES; MARTIN, 2000). Ainda, desde o inicio do século 20, sabe-se
que as Células Intersticiais de Cajal (ICC) e fibras nervosas possuem uma menor
expressao em casos de constipagao por transito lento e no MC crénico, indicando
uma possivel alteracdo neuromotora intestinal, uma vez que as ICC sao essenciais
na geragao de ondas lentas intestinais e na transdug¢ao e amplificagdo de sinais entre
nervos e musculo liso (HE; BURGART; WANG; PEMBERTON et al., 2000; LYFORD;
HE; SOFFER; HULL et al., 2002). Ainda, pacientes com constipagdo tém maiores
chances de desenvolverem canceres gastrointestinais (SUNDBYJLL; THYGESEN;
VERES; LIAO et al., 2019) — contudo, 0 mesmo n&o € observado em pacientes com
megacoélon chagasico, os quais apresentam uma menor probabilidade de
desenvolvimento de cancer (GARCIA; OLIVEIRA; PINTO; MUCCILLO et al., 1996)
— demonstrando, assim, um possivel papel protetor exercido pelo megacdlon contra
o CCR.
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1.4 SNEeoCCR

O sistema nervoso entérico € uma rede neural composta por aproximadamente
5 x 108 neurdnios, os quais distribuem-se em mais de 5 classes diferentes e controlam
todas as fungdes intestinais, como por exemplo, a motilidade (FURNESS; HIND;
NGUI; ROBBINS et al., 2006). E formado pelo plexo mientérico (também denominado
‘plexo de Auerbach”) e pelo plexo submucoso (também denominado “plexo de
Meissner”). O SNE independe, em partes, do sistema nervoso central (SNC), uma vez
que todos os elementos responsaveis pela motilidade intestinal, por exemplo, sao
exclusivos desse 6rgéo e pertencentes ao SNE (FURNESS; RIVERA; THACKER,;
PONTELL et al., 2012). Ainda, o SNE permite que ocorra uma interagdo entre a
sinalizagao de células epiteliais € microvasos presentes no microambiente intestinal,
promovendo uma interagao entre as células epiteliais coldnicas, endoteliais, gliais e
neurais entéricas, estimulando o estabelecimento de mutagdées no tecido colénico
(GARCIA; STOPPER; KANNEN, 2014a). Corroborando com essa ideia, um estudo
histopatolégico de adenocarcinomas invasivos realizado em 2014 demonstrou a
presenca de nichos de células epiteliais tumorais ao redor de células da glia presentes
no plexo mientérico intestinal, demonstrando a possivel acédo do sistema nervoso
entérico na carcinogénese colorretal (UENO; SHIROUZU; SHIMAZAKI; KAWACHI et
al., 2014). Além disso, recentemente foi descoberto que o SNE é capaz de induzir a
migracao de células tumorais colbnicas, principalmente através da sinalizacao de E-
caderina e de L1CAM (DUCHALAIS; GUILLUY; NEDELLEC; TOUVRON et al., 2018).
Portanto, disturbios do SNE podem culminar em alteragbes histopatoldgicas e
funcionais colénicas, podendo levar ao desenvolvimento de doencas especificas ou

cancer.

Nesse sentido, acredita-se que uma das doengas originadas a partir de um
disturbio do SNE seja o megacdlon, o qual caracteriza-se por um aumento crénico
colénico que pode associar-se a constipagcdo extrema (KOEBERLE, 1963). O
megacoélon pode surgir devido a diversos estimulos, como por exemplo: doengas
congénitas (doencga de Hirschsprung), doencgas adquiridas, medicamentos, infec¢des
(Clostridium difficile ou Trypanosoma cruzi), inflamacgéo intestinal, ou, ainda, estimulos
idiopaticos (STABILE; KAMM; HAWLEY; LENNARD-JONES, 1991; STABILE; KAMM,;
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PHILLIPS; HAWLEY et al., 1992). Embora o0 megacdlon seja uma doenga rara, sua
forma infecciosa pelo Trypanosoma cruzi (T. cruzi) geralmente & diagnosticada na
populagdo sul-americana, incluindo algumas regides subdesenvolvidas do Brasil
(KANNEN; DE OLIVEIRA; MOTTA; CHAGURI et al., 2015). Curiosamente, estudos
pioneiros na area relataram uma diminuicdo na incidéncia de CCR em animais ou
pacientes com megacolon decorrente da doenga de Chagas. Oliveira e colaboradores
mostraram, em 2001, que os ratos infectados com T. cruzi tiveram risco reduzido de
desenvolverem CCR (OLIVEIRA; LEITE; MIRANDA; ANDRADE et al., 2001).
Corroborando essa ideia, um estudo clinico retrospectivo realizado em nosso
laboratério com 894 pacientes diagnosticados com megacdélon chagasico, mostrou
que os tumores ndo se desenvolveram dentro da area colbnica aumentada pelo
megacolon (GARCIA; ARANHA; GARCIA; BASILE et al., 2003). Doze anos apos esse
achado, nosso laboratério confirmou que a desnervacao mientérica encontrada no
megacélon chagasico poderia estar relacionada a diminui¢gao do risco de CCR tanto
em pacientes, quanto em modelos experimentais (KANNEN; DE OLIVEIRA; MOTTA,;
CHAGURI et al., 2015).

Desse modo, modelos experimentais de megacolon tornam-se essenciais para
o estudo desta condigdo no CCR. Assim, Sakata e colaboradores, no ano de 1979,
desenvolveram um modelo cirurgico de laparotomia utilizado como importante
referéncia para obtencdo do megacdlon proveniente da desnervagdo com a
substéancia Cloreto de benzalcénio (BAC) (SAKATA; KUNIEDA; FURUTA; SATO,
1979). Os sais de benzalconio compreendem um grupo de alquilaminas tensoativas
carregadas positivamente (PATARCA; ROSENZWEIG; ZUNIGA; FLETCHER, 2000),
sendo o BAC um potente detergente catiénico que possui propriedades bactericidas
e atua através da destruicdo da célula bacteriana por toxicidade epitelial. Por essa
propriedade, é amplamente utilizado como antisséptico cirurgico. Além disso, o BAC
€ também um agente surfactante, ou seja: possui a capacidade de reduzir a tenséo
superficial da agua. Essa substancia foi descrita primeiramente no ano de 1950 como
“‘um agente desinfetante para a pele” (PRICE, 1950). A técnica de desnervagéo
colbénica pelo BAC se fundamenta, basicamente, na exposi¢ao tecidual ao BAC, na
qual a alga intestinal exposta € envolvida em gaze previamente embebida na solugéo
de BAC e mantida na regidao durante trinta minutos (POLLI-LOPES; ZUCOLOTO;
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CUNHA; FIGUEIREDO et al., 2003). Assim, quando a camada serosa intestinal é
exposta a esse agente surfactante catidnico, ocorre uma destrui¢cao seletiva e parcial
dos neurdnios presentes no plexo mientérico. Essa destruicdo neuronal parcial ocorre,
provavelmente, devido a diferenga de cargas entre célula e composto, uma vez que o
BAC possui carga positiva e a membrana da célula muscular intestinal possui carga
negativa, ocorrendo assim, a agao do BAC sobre a mesma (SATO; YAMAMOTO;
IMAMURA,; KASHIKI et al., 1978). Desse modo, o BAC vem sido utilizado em diversos
modelos experimentais, principalmente em modelos gastrointestinais (GARCIA,;
MINTO; MARQUES; KANNEN, 2019). Foi observado que no modelo experimental de
megacélon chagasico reproduzido pela desnervagdo com o BAC, ha menores taxas
de desenvolvimento tumoral quando comparado a casos em que ndo ha formagao
dessa adaptacao coldnica — o0 que poderia ser explicado por fatores neuronais e/ou
componentes luminais que atuariam durante o desenvolvimento de megacdlon
(GARCIA; OLIVEIRA; PINTO; MUCCILLO et al., 1996). Ainda, em um modelo de
cancer gastrico com posterior exposigao do estdbmago ao BAC, houve uma significante
diminuicdo no numero de neurdnios mientéricos, na incidéncia e no tamanho de
adenocarcinomas  gastrointestinais  (POLLI-LOPES; ZUCOLOTO; CUNHA;
FIGUEIREDO et al., 2003; ZUCOLOTO; ROMANELLO; GARCIA; SOBREIRA et al.,
2002). Outros estudos demonstraram que o BAC aumenta a capacidade de
esvaziamento gastrico, bem como a area mucosa de toda a por¢ado gastrica -
sugerindo um possivel papel protetor deste composto contra tumores e outras
patologias (SOBREIRA; ZUCOLOTO; GARCIA; TRONCON, 2002).

Até agora, os mecanismos do SNE presentes no megacdlon chagasico que
poderiam atuar como agentes protetores contra o CCR permaneciam amplamente
desconhecidos, mesmo considerando-se as evidéncias significativas de que os
neurdénios entéricos modulariam o desenvolvimento do CCR (RADEMAKERS; VAES;
SCHONKEREN; KOCH et al., 2017). Assim, devido a complexidade e importancia do
SNE e sua forte interagao com o desenvolvimento do CCR, o estudo dessa interagao

se torna crucial para o estabelecimento de novos estudos relacionados a essa doenca.
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1.5 O SNE e a modulacgao do estresse oxidativo e da inflamagao do célon

Ha evidéncias da participacdo do SNE em diversas doencas e sindromes
intestinais (CORNET; SAVIDGE; CABARROCAS; DENG et al., 2001; DUCHALAIS;
GUILLUY; NEDELLEC; TOUVRON et al., 2018; GARCIA; STOPPER; KANNEN,
2014b; GULBRANSEN; BASHASHATI; HIROTA; GUI et al., 2012; IANTORNO;
BASSOTTI; KOGAN; LUMI et al., 2007; LIU; ZHANG; WU, 2018; RADEMAKERS;
VAES; SCHONKEREN; KOCH et al., 2017). Por exemplo, células-tronco derivadas da
crista neural do SNE atuam como alternativa terapéutica para o tratamento da doenca
de Hirchsprung, caracterizada principalmente pela auséncia ou perda de células
neuronais intestinais (BURNS; PASRICHA; YOUNG, 2004). Ainda, individuos idosos
ou com doengas neurodegenerativas apresentam frequentemente constipacéo
crbénica oriunda da perda de neurdnios do plexo mientérico, culminando em disfungao
do SNE (RAO; GERSHON, 2016).

Nesse sentido, o SNE modula processos inflamatérios e oxidativos
gastrointestinais. Células gliais entéricas sdo capazes de diminuir os niveis de
glutationa reduzida (GSH), culminando em protec&o intestinal contra o estresse
oxidativo (ABDO; DERKINDEREN; GOMES; CHEVALIER et al, 2010). Ainda,
compostos antioxidantes como o resveratrol, acido caprilico e o café desempenham
efeitos benéficos ao atuarem sobre o SNE, uma vez que protegem o plexo mientérico
intestinal contra os efeitos do estresse oxidativo e da inflamagédo (CANSIZ; UNAL;
USTUNDAG; ALTURFAN et al., 2021; FERREIRA; BERALDI; BORGES; NATALI et
al., 2018; SOARES; KANNEN; JORDAO JUNIOR; GARCIA, 2019). O dano ao SNE
ocasionado pela inflamagdo esta relacionado a uma capacidade antioxidante
comprometida (BROWN; GULBRANSEN, 2018).

Portanto, além do estresse oxidativo, a inflamagao também pode alterar a funcao
e a sobrevivéncia de neurbnios entéricos, promovendo uma neuropatia entérica
(MOYNES; LUCAS; BEYAK; LOMAX, 2014). Assim, ha alteragbes neuronais
funcionais ou deletérias durante desordens intestinais como a colite (GULBRANSEN;
BASHASHATI; HIROTA; GUI et al., 2012; LINDEN; COUVRETTE; CIOLINO;
MCQUOID et al., 2005; NEUNLIST; AUBERT; TOQUET; ORESHKOVA et al., 2003),
a doenga de Crohn (CORNET; SAVIDGE; CABARROCAS; DENG et al., 2001; VON
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BOYEN; SCHULTE; PFLUGER; SPANIOL et al., 2011) e a sindrome da resposta
inflamatoria experimental (ROSENBAUM; SCHICK; WOLLBORN; HEIDER et al.,
2016).

Em adicdo, as células gliais s&o responsivas frente a um microambiente
inflamatério (ROSENBAUM; SCHICK; WOLLBORN; HEIDER et al., 2016), podendo
secretar moléculas de sinalizagao inflamatérias e outros componentes, como o 6xido
nitrico e a proteina S100B (CIRILLO; SARNELLI; ESPOSITO; GROSSO et al., 2009).
Ainda, durante a doencga inflamatdria intestinal, as células gliais entéricas d&o origem
ao processo de gliogénese, em uma tentativa de balancear os efeitos deletérios
neuronais originados na inflamacgéo (JOSEPH; HE; QUINTANA; KIM et al., 2011). Em
bidpsias de pacientes com colite ulcerativa, regides inflamadas apresentam niveis
consideravelmente elevados de proteina acida fibrilar glial (GFAP), enquanto biopsias
de regides nao-inflamadas da mucosa de pacientes com doengca de Crohn
apresentam niveis menores de GFAP, comprovando, assim, a relacdo do SNE com o
processo inflamatério (CORNET; SAVIDGE; CABARROCAS; DENG et al., 2001; VON
BOYEN; SCHULTE; PFLUGER; SPANIOL et al., 2011).

Desse modo, o SNE modula fatores que, por sua vez, tém papel ja bem
estabelecido na carcinogénese do cdlon: a inflamagdo, o estresse oxidativo e,
somados a eles, modula também a expressao do receptor de potencial transitério
vaniléide do tipo1 (TRPV1).

1.6 O SNE e a expressao do Receptor de Potencial Transitério Vaniléide do
Tipo -1 (TRPV1)

A fim de melhor entender o papel do SNE sobre a carcinogénese colorretal, o
estudo dos receptores de potencial transitorio vaniléides, como o TRPV1, € uma
importante chave para nossa hipotese. O TRPV1 é caracterizado como um canal
permeavel ao calcio que pode ser ativado pelo seu agonista exégeno, a capsaicina,
sendo o principal responsavel pelos efeitos nociceptivos deste composto. Foi
primeiramente identificado e clonado no final da década de 1990 e pertence a uma

familia de receptores ionotrépicos, que possui propriedades catidbnicas nao-seletivas.
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Contudo, demonstra certa seletividade pelo calcio (SZALLASI; CORTRIGHT; BLUM,;
EID, 2007). Existem alguns neurdnios especificos que s&o sensitivos para capsaicina:
as fibras nervosas do tipo C, os ganglios da raiz dorsal e trigeminal e as fibras Ad. A
expressdao de TRPV1 é aumentada durante alguma injuria nervosa, como
hiperalgesia ou diabete neuropatica, sendo este receptor, portanto, um importante
alvo para tratamento da dor (SZALLASI; CORTRIGHT; BLUM; EID, 2007). Ainda, a
porcao terminal de neurdnios sensitivos a capsaicina atua como um sitio de liberagao
de diversos neuropeptideos pro-inflamatérios, como a substancia P e os peptideos
relacionados ao gene da calcitonina (CGRP), que, por sua vez, estao relacionados
ao inicio da cascata da inflamagao neurogénica — presente em doengas como a
sindrome do intestino irritavel. Assim, demonstrada sua relagdo com o trato
gastrointestinal, estudos preé-clinicos exploram o papel do TRPV1 no intestino
(HOLZER, 2004). Nesse sentido, modelos animais de camundongos homozigotos
nulos para TRPV1 (animais TRPV1 knockouts ou TRPV1') sdo desprovidos da
hipersensibilidade térmica que ocorre naturalmente como resposta a agentes pro-
inflamatorios, o que sugere o possivel uso de antagonistas do TRPV1 como novas
drogas analgésicas (CATERINA; LEFFLER; MALMBERG; MARTIN et al., 2000;
DAVIS; GRAY; GUNTHORPE; HATCHER et al., 2000), como a Capsazepina. Assim,
estes antagonistas representam uma nova estratégia terapéutica no alivio da dor,
pois ao contrario de agentes analgésicos tradicionais que bloqueiam a resposta
inflamatdria e a propagacéao e transmissédo da dor, os mesmos objetivam prevenir a
dor principalmente através do bloqueio de um transdutor de estimulos nocivos em
neurdnios sensoriais (SZALLASI; CORTRIGHT; BLUM; EID, 2007). Esse fato foi
demonstrado em um estudo no qual a Capsazepina sistémica foi capaz de diminuir a
sinalizagao de nociceptores — 0 que foi observado através da coloragdo com c-fos em
um modelo de pancreatite induzido por arginina (WICK; HOGE; GRAHN; KIM et al.,
2006) e diminuiu marcadores inflamatérios em modelos de inflamacéo
gastrointestinais (HUTTER; WICK; DAY; MAA et al., 2005). A Capsazepina, ainda,
diminuiu a resposta fisioldgica a distensédo colorretal ou jejunal em camundongos
(SUGIURA; BIELEFELDT; GEBHART, 2007), um efeito comparavel as observacgodes
em camundongos TRPV1/ (JONES; XU; GEBHART, 2005). Adicionalmente, este
antagonista também foi capaz de induzir a apoptose de células tumorais colorretais

através do aumento da expressao de proteinas pro-apoptoéticas como a p53 e Bax
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(SUNG; PRASAD; RAVINDRAN; YADAV et al., 2012). Ainda, a administragao de
resiniferatoxina — um farmaco analogo da capsaicina - em baixas doses ou em curtos
periodos de tempo, ativa o TRPV1, aumentando a liberagdo de neurotransmissores.
Por outro lado, altas concentragdes ou periodos de tratamento prolongados com esse
farmaco culminaram em uma desfuncionalizagdo resultante da ativacdo desses
receptores (VIGNA, 2017).

Ha indicios de que o TRPV1 exerca papéis de destaque no trato gastrointestinal.
Por exemplo, uma imunoreatividade maior para TRPV1 em fibras sensoriais colénicas
foi encontrada em pacientes com sindrome do intestino irritavel (YIANGOU; FACER;
DYER; CHAN et al., 2001), em fibras sensoriais nervosas de pacientes com
hipersensibilidade retal ou urgéncia fecal (CHAN; FACER; DAVIS; SMITH et al.,
2003) e em fibras sensoriais da mucosa de pacientes com refluxo gastroesofagico
(MATTHEWS; AZIZ; FACER; DAVIS et al., 2004). Nesse sentido, conhecer e
entender melhor a funcdo do Receptor de Potencial Transitério Vaniléide do Tipo 1
(TRPV1) é de extrema importancia para uma melhor compreensdo de alguns

mecanismos desencadeadores de patologias do trato gastrointestinal.

1.7 Consideragao geral

O presente trabalho foi dividido em 3 experimentos distintos, de acordo com as
questdes centrais enumeradas a seguir, a fim de estabelecer os possiveis
mecanismos envolvidos na protecdo desempenhada pela desnervagao do plexo

mientérico pelo BAC durante a carcinogénese experimental quimica coldnica:

Experimento 1 — Qual € a relagao entre megacodlon, desnervagao e a carcinogénese

colénica?

Experimento 2 — A desnervacdo com BAC seria capaz de reduzir a carcinogénese

coldnica por um eventual efeito no estresse oxidativo desse 6rgao?

Experimento 3 — Os receptores TRPV1 seriam capazes de modular a carcinogénese

experimental coloénica?
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA
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Com o intuito de responder as questdes anteriormente formuladas, foram

delineados os seguintes experimentos:

Experimento 1 - Pacientes com constipagdo tém maior probabilidade de
desenvolvimento do CCR. Por outro lado, pacientes que apresentam megacdlon
chagasico possuem menores chances de desenvolvimento dessa doenga. Portanto,
estabelecer os mecanismos pelos quais essa protecéo contra o CCR ocorre € um dos
fatores-chave para o entendimento do papel do SNE no CCR.

Experimento 2 — A inflamagéo esta estritamente ligada ao CCR, ja que a presenca
de células inflamatérias no microambiente tumoral colénico e a ativagado de células
imunes ocasionada por estimulos inflamatérios promovem a liberacdo de EROs, por
exemplo, induzindo a carcinogénese. Assim, a andlise do papel da inflamagéao no
mecanismo protetor exercido pelo BAC sobre o CCR é crucial para melhor elucidar

€SSe processo.

Experimento 3 - O TRPV1 é expresso em diversas alteracdes intestinais, como na
sindrome do intestino irritavel. Ainda, seu agonista induz o processo de apoptose em
células cancerosas do célon. Nesse sentido, determinar se esses receptores modulam

0 processo carcinogénico coldénico é essencial para o estabelecimento dos

mecanismos possivelmente envolvidos nesse processo.
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3. OBJETIVOS




35

3.1 Objetivo geral

Determinar quais os mecanismos envolvidos no papel protetor exercido pela
desnervagédo com o BAC contra o CCR, através do estudo histopatologico do colon e
de imunomarcadores carcinogénicos, inflamatoérios e neuronais, somados a analise
de estresse oxidativo. Ainda, animais TRPV1- foram utilizados, a fim de avaliar a
possivel atuagcao desse receptor na protecao desempenhada pela desnervagao contra
o CCR.

3.2 Objetivos especificos

3.21 Estudo histopatoldgico colénico: As Iaminas histologicas de tecido
colénico serdo submetidas a técnica de H.E. para posterior analise do numero de

criptas displasicas — lesdes precursoras de CCR.

3.2.2 Imunomarcadores carcinogénicos: Realizagdo da técnica de
imunoistoquimica para analise de células das criptas colénicas positivas para os
seguintes anticorpos primarios: yH2AX, PCNA, B-galactosidase e COX-2 para
avaliar, respectivamente: quebras na dupla-fita de DNA, proliferagdo e senescéncia

celulares e inflamacéao no tecido colbnico.

3.2.3 Imunomarcadores neuronais: Para avaliar o papel da desnervacéao
sobre o0s neurdnios mientéricos colbnicos, sera realizada a técnica de
imunoistoquimica para analise dos anticorpos primarios UCHL1 e TRPVA1,

marcadores de neurodnios e fibras nervosas.

3.2.4 Anadlise de estresse oxidativo: A técnica de espectrofotometria sera
realizada para analise da presenca de MDA e GSH no tecido colénico de ratos, a fim

de estudar o papel da desnervagao com BAC sobre o estresse oxidativo.

3.2.5 Animais TRPV1-: Criptas displasicas colonicas serdo avaliadas em
camundongos TRPV1-, a fim de estabelecer o papel desse receptor no mecanismo

protetor da desnervacgao contra o CCR.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Animais — Consideragao geral

Todos os animais utilizados neste experimento (85) foram provenientes do
Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP, Brasil. Os animais
foram mantidos no biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, em salas com ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura
controlada (22+2 °C), em caixas plasticas, com 55% de umidade e livre acesso de
ragdo padrao Purina® para roedores e agua de torneira filtrada, ad libitum. Foram
mantidos no maximo 5 animais por caixa e todos os animais foram aclimatados por
pelo menos 1 semana antes do inicio dos experimentos. Todos os experimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — USP (169/2014).

Tabela 1 - Relagédo dos animais utilizados em cada experimento.

Experimento Animal Género Peso Quantidade
E1 Ratos Wistar Machos 150+209g 36
E2 Ratos Wistar Machos 150+209g 23
Camundongos
E3 C57BL/6J Machos 20+2g 14
TRPV1- 12
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4.2 Delineamento experimental

Apos o periodo de aclimatagao de 1 semana, os animais foram divididos em seus

respectivos grupos, de acordo com o experimento em questéo.

Experimento 1 - No Experimento 1, 36 ratos machos Wistar foram subdivididos
em 6 grupos de 6 animais cada, sendo: C (controle, sem procedimentos), M
(megacdlon obstrutivo), B (BAC 1,5 mM), D (DMH 125mg/kg), DM (DMH 125mg/kg +
Megacélon obstrutivo) e DB (DMH 125mg/kg + BAC 1,5mM). A eutanasia de todos os
grupos ocorreu dois meses apos a o inicio dos experimentos e o intervalo entre os
procedimentos foi de 1 semana (Figura 1).

2 meses
Cc

2 meses
M
B 2 meses

o) \ 2 meses
DM \ 1 semana 2 meses

DB \ 1semana 2 meses

Legenda
Estenose coldnica
Megacdlon — BAC
X DMH 125mg/kg
. Eutanasia

Figura 1 — Delineamento experimental referente ao Experimento 1.
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Experimento 2 - Para analise dos mecanismos envolvidos no efeito protetor
exercido pela desnervacdo com BAC no CCR, o Experimento 2 foi subdividido em 3
grupos distintos, sendo eles: C (controle; sem procedimentos; n=7), M (MNNG
60mg/kg; n=8) e BM (BAC 0,3% + MNNG 60 mg/kg; n=8). Todos os animais foram

mortos 7 semanas apds o inicio dos experimentos (Figura 2).

7 semanas

M \ 7 semanas

BM 1 semana \ 7 semanas

Legenda

BAC 0,3%

\MNNG 60mg/kg
. Eutanasia

Figura 2 — Delineamento experimental referente ao Experimento 2.

Experimento 3 - O Experimento 3 baseou-se na analise do papel do TRPV1
sobre a desnervagao mientérica promovida pelo BAC contra o CCR. Assim, os animais
foram subdivididos de acordo com os procedimentos ao quais foram expostos: C (n=7;
animais wild-type, sem procedimentos); CM (n=4; animais wild-type expostos ao
MNNG 60 mg/kg); TK (n= 7; TRPV17; sem procedimentos) e TKM (n=5; TRPV1-- +
MNNG 60 mg/kg). Todos os animais foram mortos 6 semanas apds o inicio dos

experimentos (Figura 3).
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6 semanas

c
cM \ 72h . 6 semanas

TK 6 semanas

TKM \ 72h . 6 semanas

Legenda

\ MNNG 60mg/kg
. Eutanasia

Figura 3 — Delineamento experimental referente ao Experimento 3.

4.3 Indugao da carcinogénese colonica experimental

Dois carcindgenos distintos foram administrados neste trabalho, de acordo com
seu mecanismo de metabolizagdo: N-Metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG)
(Experimentos 2 e 3) e Dimetilhidrazina (DMH) (Experimento 1). Assim, o carcindbgeno
DMH foi escolhido para indugédo do CCR no experimento 1, ja que € metabolizado
diretamente no figado, sendo mais seguro para associagdo da carcinogénese a
obstrugdo colbnica. O carcindégeno quimico MNNG foi escolhido para os estudos dos
experimentos 2 e 3, pois tem acdo direta e seu uso € topico e pratico, uma vez que
pode ser aplicado diretamente no reto do animal (NARISAWA; MAGADIA,
WEISBURGER; WYNDER, 1974).

Todos os animais receberam uma unica instilagao intra-retal (100 puL/animal) do
carcinogeno MNNG (60 mg/Kg; Sigma-Aldrich®, Louis, MO, USA), como descrito pela
literatura (KANNEN; HINTZSCHE; ZANETTE; SILVA et al., 2012). O carcindbgeno
DMH, por sua vez, foi administrado na dose de 125 mg/kg, via intra-peritoneal (i.p.),

também em uma uUnica dose.

As solucdes de MNNG e DMH foram preparadas no momento da sua aplicagao

e diluidas em agua destilada e solugdo salina (NaCl 0,9%), respectivamente. O
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preparo das solugcdes, bem como a sua administracdo, foi realizado com
equipamentos de protegao individual (aventais descartaveis, luvas, 6culos de protecéo
e mascaras contra gases). Apos a manipulagdo dos carcindégenos, os materiais de
laboratério foram acondicionados em lixos hospitalares e encaminhados diretamente

para incineragao.

4.4 Modelo experimental de desnervagao mientérica com BAC

Para realizagao do procedimento cirurgico de desnervagéao coldnica, foi realizada
uma unica aplicagao topica de Cloreto de Benzalcénio (BAC) (0,3%; Benzyldimethyl
Tetradecyl Ammonium Chloride, SIGMA®) na serosa colbnica, conforme técnica
padronizada por Zucoloto e colaboradores (ZUCOLOTO; DE DEUS; MARTINS;
MUGLIA et al., 1997). A anestesia foi realizada com associagdo de Ketamina
(80mg/Kg Ketamine®; Pfizer; Sao Paulo-Brazil) e Xilazina (14mg/Kg; Rompum®;
Bayer; Sao Paulo-Brazil) e administrada em uma quantidade de 100 pL/animal, via
intraperitoneal. Aproximadamente dez minutos depois, os animais foram submetidos
a laparotomia da linha mediana, com aproximadamente 3 cm de extensdo. Um
segmento do célon distal de aproximadamente 2 cm foi isolado e, com o auxilio de
pingas cirurgicas, uma gaze umedecida com BAC a 0,3% (experimento IlI) ou BAC a
1,5 mM (experimento I) foi envolta no segmento distal colénico, permanecendo
durante 15 minutos (SHU; MENG,; JIN; CHEN et al., 2013). Apds esse periodo, toda a
cavidade peritoneal foi lavada com solucéo salina estéril (NaCl 0,9%), a fim de evitar
necrose em 0Orgaos subjacentes. Apos o procedimento cirurgico, os animais foram

suturados e encaminhados para observagéo e recuperagao pos-cirurgica.

4.5 Modelo experimental de megacoélon obstrutivo

Os animais foram anestesiados com a associacdo de Ketamina (80mg/Kg

Ketamine®; Pfizer; Sao Paulo-Brazil) e Xilazina (14mg/Kg; Rompum®; Bayer; Sao



42

Paulo-Brazil), administrada via i.p. em uma dose de 100 yL/animal. Os animais foram
expostos a laparotomia da linha mediana e um anel de silicone foi posicionado ao
redor do colon esquerdo, em contato com a camada serosa, cerca de 3cm abaixo do
reflexo peritoneal, como descrito pela literatura (SYK; MIRASTSCHIJSKI,
JEPPSSON; AGREN, 2003).

4.6 Coleta e processamento do material

Os animais foram mortos por exposigdo ao gas didxido de carbono (CO2) em
camara de CO2 e submetidos a laparotomia mediana com posterior isolamento e
retirada do colon distal. Assim, os coélons foram abertos a partir de sua borda
mesentérica, limpos com solug¢ao salina (NaCl 0,9%) e cuidadosamente estendidos
em uma placa de vidro para realizagdo dos cortes histolégicos (2cmX2cm) para
armazenamento em cassetes (Labor Import®; ref. 13254 ) para posterior realizagéo das
analises histopatoldgicas e imunoistoquimicas ou armazenados em criotubos de 2 mL
(Corning®; ref.430659), para andlise de estresse oxidativo. Para a realizagdo das
futuras analises histopatolégicas e imunoistoquimicas, os coélons foram, entdo,
posicionados entre papéis de filtro dentro de cassetes histolégicos previamente
identificados, que foram imediatamente imersos em solugdo de formalina tamponada
a 10% (Merck® - Darmstadt, Alemanha) para fixagdo do material em um periodo de 48
a 72 horas. Depois de fixadas, as amostras foram submetidas a desidratagéo atraves
de submersao em crescentes concentragdes de alcodis (70%, 80%, 90% e 100%) por
60 minutos em cada concentracdo. Os materiais foram, entdo, submetidos a banhos
de xilol 100% (Merck® - Darmstadt, Alemanha - 80 minutos) para que ocorresse sua
diafanizagéo. Os colons processados foram incluidos em parafina liquida (Histosec® -
Merck® - Darmstadt, Alemanha), em temperatura de 60°C por um periodo de 4 horas,
para a realizagado dos cortes histolégicos para confecgao das laminas. Através de um
microtomo rotativo, os blocos de parafina contendo as amostras colénicas foram
cortados a uma espessura de 4-5 uym, aderidos a laminas silanizadas e levados a
estufa aquecida a 60°C para otimizacdo da adesdo do material na lamina.

Anteriormente a técnica de imunoistoquimica ou coloragao por H.E., as laminas foram
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desparafinizadas e hidratadas. Finalmente, a recuperagao antigénica do material foi
realizada através de método fisico-quimico, por exposicdo do material a vaporizagao

em solugao-tampéo de citrato, com o pH 6,0.

4.7 Analise de criptas displasicas

As laminas foram coradas com Hematoxilina de Harris por 3 minutos e contra
coradas com a solugao de Eosina Floxina alcodlica por 10 segundos. Para posterior
desidratacio, a lamina foi submersa em concentragdes crescentes de alcoois e em
seguida diafanizadas em xilol. As laminas foram analisadas em microscopia de luz
para identificacdo e quantificagdo das criptas displasicas (CD) na mucosa coldnica,
caracterizadas pelo seu aumento de tamanho, lumen com aspecto de dente de serra,
células caliciformes hiperestendidas, redugdo nos focos de mucina,
pseudoestratificacdo, espessamento da membrana da cripta, hipercelularidade e
nucleo aumentado e estratificado, com perda de polaridade (BIRD, 1987; PERE;
CERAR, 2014).

Foi calculado o numero total de criptas displasicas no corte histologico, de acordo

com a area da lamina analisada, em cm?.

4.8 Imunoistoquimica:

4.8.1 Reagodes imunoistoquimicas

A técnica de imunoistoquimica foi realizada em cortes histologicos colénicos
transversais, aquecidos a 60°C durante 75 minutos, e ocorreu através da reacao
antigeno-anticorpo, seguida da reagdo com marcador visivel ao microscopio. Para a
marcagao dos cortes histologicos, os mesmos foram aderidos em [&minas silanizadas
(Star Frost®; Knittel-Glaeser, Braunschweig, Alemanha), desparafinizados em xilol e

hidratados em concentragdes decrescentes de etanol até agua destilada. A
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recuperacgao antigénica foi realizada em tampao citrato pH 6,0 (em panela de vapor)
por 20 minutos. Para inibir reagées com peroxidases teciduais, perdxido de hidrogénio
a 3% foi adicionado sobre as laminas. Para a realizagdo do bloqueio de ligagdes
teciduais inespecificas — 0 que poderia causar marcagao inespecifica, foi utilizado soro
normal de cavalo diluido em solugédo-tampéo de fosfato (PBS) pH 7,4 (PBS), em uma
concentragado de 10%. Entre cada etapa as laminas foram lavadas 3 vezes com PBS
para evitar formacado de precipitados. As laminas foram incubadas com seus
respectivos anticorpos primarios, como exemplificado na Tabela 2: anti-gamma H2A.X
(phospho S140 - ab22551, Abcam, UK — 1:50), anti-PCNA (Antigeno Nuclear Anti-
proliferagdo celular, clone PC10, Abcam®, Massachusetts, USA — 1:100), anti-TRPV-
1 (PA1-748; ThermoFisher Scientific, 1:100), anti-COX-2 (NCL-COX-2 [4H12];
Novocastra®; 1:200), anti-B-galactosidase (PA5-85195; Invitrogen; 1:200) e anti-
UCHL1 (WHO0007345M1; Clone 1B8-4D2; Sigma Aldrich; 1:200) para avaliar,
respectivamente: presenca de danos no DNA, proliferagao celular, neurdnios/fibras
sensoriais, células inflamatdrias, senescéncia e neurénios. Apos lavagem em PBS, as
laminas foram incubadas com anticorpo secundario biotinilado durante 30 minutos e,
ap6s nova lavagem, foram incubadas com polimero conjugado também por 30
minutos. Para revelagdo, as laminas receberam solugdo reagente contendo o
cromoégeno DAB (3,3’- diaminobenzidina), durante 1 a 3 minutos, até o aparecimento
de precipitado de coloragdo marrom — atribuida a reducédo do DAB pela reac&o. Todos
os reagentes foram disponibilizados com PicTureTM Max PolymerDetection Kit
(Invitrogen). As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Harris diluida por
cerca de 1 minuto e desidratadas e diafanizadas novamente. Para montagem das

lAminas, foi utilizado Entelan.

4.8.2 Analises imunoistoquimicas

A contagem das células positivamente marcadas que apresentaram coloragao
marrom oriunda da redugdo do cromoégeno DAB (3,3’- diaminobenzidina) foi feita
manualmente com uso de microscopio Optico da marca Zeiss® (Jenamed -

Oberkochen, Alemanha). As contagens foram realizadas em objetiva de aumento de
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400x, e foi considerada toda a extensdao de cada corte. Todas as avaliagbes

imunoistoquimicas foram realizadas nas células das criptas coldnicas, variando

conforme a localizagdo do antigeno especifico.

Tabela 2 — Anticorpos utilizados nesse trabalho.

Anticorpo Diluigao Sitio de marcagao Alvo
y-H2AX 1:50 Nucleo Quebras na dupla-
fita de DNA
PCNA 1:100 Nucleo Proliferagao celular
B-galactosidase 1:200 Citoplasma Senescéncia
celular
COX-2 1:200 Citoplasma
(membrana
microssomal/reticulo Inflamagéao
endoplasmatico
TRPV-1 1:100 Neurénios —
Citoplasma Neuronios e fibras
(membrana pos- neuronais
sinaptica ou espinha
dendritica)
UCHLA1 1:200 Neuronios -
Citoplasma Neuronios e fibras
(membrana do neuronais
reticulo
endoplasmatico)

49 Analise de GSH e MDA no célon

A andlise da presenca de GSH foi feita de acordo com a metodologia utilizada

por Sedlak e Lindsay (1968). Amostras de 100 mg de tecido col6nico foram

adicionadas a tubos de ensaio de 10 ml, contendo 2 ml de EDTA (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Alemanha) 0,02 M, colocados no gelo. A solugao foi homogeneizada com

um homogeneizador de tecidos portatil Marconi® (Piracicaba, Brasil), modelo MA-102
(Mini), 125W, adicionando-se mais 2 ml de EDTA 0,02M. Desse homogenato, 2,5 ml



46

foram retirados e transferidos para um outro tubo de ensaio de 10 ml, adicionando-se
2 ml de agua milli Q e 0,5 ml de acido tricloroacético (TCA) 50% (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha) ao tubo. Este permaneceu 15 minutos em repouso, foi agitado
na metade do tempo de espera e, entdo, centrifugados em centrifuga Hettich®
(Tuttlingen, Alemanha), modelo Universal 320 R, a 4000 rpm por 15 minutos em
temperatura ambiente. Transferiu-se 1 ml do sobrenadante para um microtubo
Eppendorf®de 5 ml, ao qual foi adicionado 2 ml de tampao TRIS-HCI 0,4 M (pH 8,9)
e 50 ul de 5,5-diti-biois-2-acido nitrobenzéico — DTNB (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha). Apds 5 minutos, a absorbancia foi lida a 412 nm, contra um branco
composto por 1 ml de EDTA 0,02 M, 2 ml de de TRIS —HCI 0,4 M (pH 8,9) e 50 ul de
DTNB. A quantidade de MDA foi mensurada pelo método proposto por Gerard-
Monnier et al. (1998), com algumas adaptagdes. Amostras de 200 mg de tecido foram
pesadas e homogeneizadas em 1 ml de tampao fosfato (PBS), 0,2 M pH 7.4, com
auxilio do mesmo homogeneizador mecanico de tecidos. Desse homogenato, 200ul
foram transferidos para um micro tubo Eppendorf® de 1,5 ml, adicionando-se 650ul de
solucdo 10mM de 1-metil-fenilindol em acetonitrila e metanol (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha), 2:1, v/v e 150ul de acido cloridrico (HCI) puro (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha) a 37%. Em seguida, os Eppendorfs® foram agitados em vortex
(Phoenix Luferco®, Araraquara, Brasil - modelo AP 59/130W) e incubados em banho-
maria (Marconi®, Piracicaba, Brasil - modelo MA-156) a 45°C por 40 minutos. Apos o
banho, as amostras foram resfriadas em gelo e os microtubos Eppendorf® foram
centrifugados a 4000rpm em centrifuga Hettich® (Tuttlingen, Alemanha), modelo
Universal 320 R, por 10 minutos. A leitura da absorbancia do sobrenadante foi feita,
em seguida, em comprimento de onda de 586nm em um espectrofotbmetro modelo
SpectraMax® M5 com SoftMax® Pro Data Acquisition & Analysis Software (Molecular
Devices, Sunnyvale, EUA). Os valores de absorbancia foram padronizados pela
equacgao da curva de 1,1,3,3- tetrametoxipropano (TMP) hidrolisado (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Alemanha) e corrigidos pela concentragao de proteinas de cada amostra.
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5. ANALISES ESTATISTICAS
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Os resultados foram submetidos a analise estatistica com o auxilio do software
Graph Pad Prism 5.0 (Graph Pad Software Inc. San Diego, California, US). A analise
de variancia de uma via (One-way ANOVA) foi utilizada para determinagdo das médias
entre todos os grupos, com pos-teste de Tukey para confirmacdo das diferengas
estatisticas encontradas. Para confirmacgao da diferenga entre apenas dois grupos de
estudo, o Teste T de Student foi escolhido, através da analise de Mann-Whitney. Foi
adotado um nivel de significancia de P<0,05 e a média foi calculada * erro padr&o da

média.
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6. RESULTADOS
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6.1 Resultados - Experimento 1
6.1.1 Analise de criptas displasicas (CD)

As CD sao lesodes precursoras do CCR. Nesse sentido, avaliamos sua presenca
nos colons dos animais do E1. Como esperado, ndo observamos presenca de CD nos
grupos C, M e B, uma vez que os mesmos nao foram expostos ao carcinégeno DMH
(P>0,05). Observamos que houve o aparecimento de um numero significativo de CD
no grupo D (exposto ao DMH 125 mg/kg) — o qual foi muito maior quando em
associagao ao modelo de megacdlon obstrutivo (grupo DM) (P<0,05), quando em
comparagao aos demais grupos do estudo. A desnervacéo foi capaz de atenuar
significativamente esse numero de CD (P<0,05), quando em comparag&o aos grupos
expostos ao DMH 125 mg/kg (Grupo DB vs D; P=0,0022) ou a associacdo do
carcinégeno somada ao megacélon obstrutivo (Grupo DB vs DM; P=0,0022). Desse
modo, concluimos que o0 modelo de megacdlon obstrutivo aumenta
consideravelmente o numero de CD colbnicas — o qual é atenuado pela desnervagao
com BAC.

50

40

30

20

10

Criptas displasicas/Area do corte (cm?

0 T T T I
O \\ Q Q O@ Q@

Figura 4 — Numero de criptas displasicas colénicas — E1 — O carcinégeno DMH (125 mg/kg) levou
ao aparecimento de criptas displasicas (P<0,05; Grupo D). O modelo de megacélon obstrutivo foi capaz
de potencializar significativamente esse nimero de CD (Grupo DM vs D; P<0,05). A desnervagao
diminuiu o nimero de criptas displasicas (Grupo DB vs D e Grupo DB vs DM; P=0,0022). One-way
ANOVA seguido do pés-teste de Tukey (P<0.05). Teste confirmatério de Mann Whitney (P=0,0022).
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6.1.2 indice de proliferagdo celular é atenuado pelo BAC

Assim como as CD, o aumento da proliferacdo celular também €& um fator
caracteristico precursor do CCR. Encontramos indices proliferativos em todos os
grupos de estudo, inclusive no grupo controle (Grupo C). Entretanto, houve um
aumento na proliferagdo de células criptais colénicas nos grupos expostos ao DMH
(125mg/kg), quando em comparagéo aos outros grupos do estudo (Grupos D, DM e
DB; P<0,05) (Figura 5) (Figura 6 — C, E e F). O modelo de desnervagao do plexo
mientérico com o BAC foi capaz de atenuar o aumento da proliferagao celular no célon
de maneira efetiva, comprovando, assim, a acao protetora da desnervagao contra o
CCR colon (Figura 5 - Grupos B e DB vs M, D e DM; P<0,05) (Figura 6-F).
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Figura 5 — PCNA (%) em células coldénicas — E1 — Houve um aumento nos indices proliferativos nos
grupos expostos ao carcinégeno DMH, quando em comparagéo aos demais grupos de estudo (Grupos
D, DM e DB vs C, M e B; P<0,05). A associagdo do DMH ao megacélon obstrutivo apresentou os
maiores niveis de PCNA coldnico, quando comparado aos demais grupos (P<0,05). O tratamento com
0 BAC associado ao DMH (Grupo DB) foi capaz de reduzir esse aumento (DB vs DM; P= 0,0022). One-
way ANOVA seguido do pds-teste de Tukey (P<0.05). Teste confirmatério de Mann Whitney (P=
0,0022).
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Figura 6 — Fotomicrografias de imunomarcag¢ao nuclear para PCNA — A. Controle, com fraca
positividade para PCNA; B. Grupo B - poucas células coldnicas em proliferagao; C. Grupo D - o DMH
125 mg/kg aumentou a positividade de células das criptas col6nicas para PCNA, observado pelo
excesso de coloragdo marrom nuclear oriunda do cromégeno DAB; D. Grupo M — O modelo de
megacolon obstrutivo apresentou um consideravel aumento na imunomarcagédo para PCNA. Ainda,
apresentou marcagéo para PCNA mais evidente no botdo das criptas colénicas (setas); E. Grupo DM
— A associagado do DMH ao megacélon obstrutivo manteve o alto nimero de células das criptas positivas
para PCNA, de maneira nado-difusa; F. Grupo DB — O tratamento com BAC 1,5mM diminuiu a
imunomarcagéo para PCNA.
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6.1.3 Danos ao DNA induzidos pelo DMH

Para analisar a potencialidade do carcindgeno DMH (125 mg/kg), avaliamos a
presenca de danos na dupla-fita de DNA nas células colonicas. Desse modo,
podemos observar na Figura 7 que a exposicdo ao carcindgeno aumentou
significativamente o numero de células positivas para yH2AX, quando em comparagéo
aos demais grupos (Grupos D e DM vs demais grupos; P<0,05). O modelo de
megacélon obstrutivo foi capaz de potencializar os danos no DNA causados pelo
carcinégeno (Grupo DM vs D; P=0,0022). A desnervagao, por sua vez, diminuiu esse
aumento (Grupo DB vs DM; P= 0,0050). O proprio modelo de megacdlon obstrutivo
aumentou os danos no DNA nas células colénicas quando em comparagao ao grupo
controle (Grupo M vs C; P=0,0078). O grupo de animais tratados somente com BAC
(1,5 mM) apresentou menores numeros de células positivas para yH2AX, quando

comparado ao grupo exposto somente ao DMH (Grupo B vs M; P=0,0050) (Figura 7).
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Figura 7 — YH2AX - E1 — O DMH aumentou o numero de células positivas para YH2AX, quando em
comparagao aos demais grupos do estudo (Grupos D e DM vs demais grupos; P<0,05). A desnervagao
foi capaz de atenuar esse aumento (Grupo DB vs DM; P=0,0050). One-way ANOVA seguido do pds-
teste de Tukey (P<0.05). Teste confirmatério de Mann Whitney (P=0,0050).
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6.1.4 Inflamagao é atenuada pela desnervagao

Para avaliar os niveis inflamatérios das células das criptas colénicas, analisamos
a positividade para COX-2 das mesmas. Assim, a exposicdo dos animais ao
carcinégeno DMH (125 mg/kg) aumentou o numero de células epiteliais positivas para
COX-2, quando em comparagao aos demais grupos de estudo (Figura 8; Grupos D e
DM vs C, M e B; P<0,05). O megacolon obstrutivo associado ao carcindégeno (Grupo
DM) foi o grupo no qual apresentou o maior numero de células positivas para COX-2,
o que foi revertido significativamente pela desnervacao (Figura 8; Grupo DB vs DM;
P=0,0022) (Figura 9-F). Além disso, a desnervagao obtida pelo tratamento com BAC
foi capaz de atenuar a positividade para COX-2 das células epiteliais colbnicas a niveis
semelhantes ao controle (P<0,05), quando em comparagao aos grupos de animais
expostos somente ao carcinégeno (Grupo D vs B; P= 0,0043) ou ao modelo de

megacolon obstrutivo (Grupo M vs B; P=0,0050) (Figura 8).
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Figura 8 — COX-2 — E1 — O DMH aumentou o numero de células positivas para COX-2, quando em
comparagao aos demais grupos do estudo (Grupos D, DM e DB vs demais grupos; P<0,05). A
desnervacédo foi capaz de atenuar esse aumento (Grupo DB vs DM; P=0,0022). One-way ANOVA
seguido do pds-teste de Tukey (P<0.05). Teste confirmatério de Mann Whitney (P=0,0022).
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Figura 9 — Fotomicrografias de imunomarcagao para COX-2. A. Grupo C —menor nimero de células
positivas para COX-2. B. Grupo M — aumento no numero de células imunomarcadas para COX-2
observado pela coloragdo marrom citoplasmatica (setas), resultante da redugado do DAB pela reagao
imunoistoquimica. C. Grupo B — a desnervagao atenuou o aumento na imunomarcagao para COX-2
encontrado em B, observado pela redugdo na coloragdo marrom citoplasmatica. D. Grupo D — O
carcinégeno DMH 125 mg/kg induziu um aumento no numero de células positivas para COX-2 (seta).
E. Grupo DM — aumento na coloragdo marrom citoplasmatica, indicativo de aumento no nimero de
células positivas para COX-2. F. Grupo DB — redugdo na marcagido citoplasmatica de COX-2,
observada pela redugéo na coloragdo marrom. Aumento de 400x.
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6.1.5 Diminui¢cao do numero de neurénios mientéricos pela aplicagao
de BAC

Tanto os grupos expostos (Grupos D e DM) ou ndo (Grupos C e M) ao
carcinégeno do presente estudo apresentaram niveis elevados de células neuronais
positivas para UCHL1. Contudo, a desnervagao (Grupos B e DB) foi capaz de diminuir
significativamente esse aumento quando em comparagdo aos demais grupos do
estudo (Grupos B e DB vs demais grupos; P<0,05) (Figura 10-A). Nosso resultado

confirma a agao ablativa neuronal desempenhada pelo BAC-

UCHLA (celulas positivas)
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Figura 10 — UCHL1 — E1 — A. A desnervagdo com o BAC foi capaz diminuir o nimero de células
neuronais colénicas positivas para UCHL1 (Grupos B e DB vs demais grupos de estudo; P<0,05). B.
Fotomicrografia de imunomarcagéao para UCHL1 no grupo DM demonstrando um perfil de marcagéo
muito forte nesse grupo. One-way ANOVA seguido do pés-teste de Tukey (P<0.05).
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6.2 Resultados — Experimento 2

6.2.1 Analise histopatologica das células das criptas — criptas
displasicas

Como esperado, encontramos um numero significativo de criptas displasicas nos
ratos expostos ao carcinogeno MNNG (60 mg/kg), como observado na Figura 11. A
desnervacgao promovida pela administracao de BAC (0,3%) diretamente no célon dos
animais reduziu o numero de criptas displasicas por unidade de area (Grupo BM vs
M; P= 0,0009), comprovando, portanto, sua agao protetora frente a carcinogénese

colénica experimental.
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Figura 11 — Criptas displasicas — E2 — A desnervagédo promovida pelo tratamento com BAC reduziu
o0 numero de criptas displasicas encontrado nos animais expostos ao carcindgeno MNNG 60 mg/kg
(Grupo BM vs M; P=0,0009). One-way ANOVA seguido de pds-teste de Tukey (P<0.05). Teste
confirmatério de Mann Whitney (P=0,0009).
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6.2.2 Danos ao DNA induzidos pelo MNNG

Danos na dupla-fita de DNA caracterizam-se como marcadores genéticos do
cancer colorretal experimental, ja que os carcindgenos quimicos s&o substancias
quimicas capazes de afetar o material genético por alquilagdo, por exemplo. Nesse
sentido, no presente trabalho objetivamos avaliar os niveis de expressao da histona
YH2AX para quantificarmos essas alteragbes no DNA das células coldénicas. Como
esperado, o grupo de animais exposto ao MNNG (60 mg/kg) mostrou um aumento
significante no numero de células das criptas colbnicas positivas para essa histona
(Figura 12; P<0,001 - grupo M) (Figura 13 — C, D e E). Esse aumento foi
consideravelmente atenuado pela desnervagéo (P<0,05 - grupo BM), demonstrando
que a desnervagdo com BAC é capaz de proteger o material genético das células
colbénicas contra o MNNG. Nao foram observadas células positivas para H2AX no

grupo controle (Figura 12).
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Figura 12 - YH2AX — E2 — O carcindgeno MNNG promoveu um aumento nos danos na dupla-fita de
DNA (grupo M — P<0,001). A desnervagao reverteu significativamente este aumento (P<0,05 — grupo
BM). One-way ANOVA, seguido do pés-teste de Mann-Whitney (P<0.05).



Figura 13 — Fotomicrografias de imunomarcagao para YH2AX — A e B. Criptas colbénicas
referentes ao grupo controle (C), apresentando pouca positividade para H2AX. C, D e E.
Criptas colbnicas referentes ao grupo exposto ao carcinégeno (M) altamente positivas para
YH2AX (positividade visivel pela coloragdo marrom oriunda do cromoégeno DAB). Aumento de
400x.
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6.2.3 Niveis de proliferagao celular

Além do H2AX, os niveis de proliferacdo celular também sao utilizados como
marcadores do cancer colorretal, uma vez que uma das principais caracteristicas do
cancer ¢é a proliferacdo celular desordenada. Desse modo, avaliamos os indices do
antigeno de proliferagao celular nuclear (PCNA) nas células das criptas coldnicas,
através da estimativa da porcentagem de células marcadas em relagdo ao numero
total de células de cada cripta colénica. Na Figura 14 podemos observar que nossos
resultados corroboram com nossos achados neste trabalho referentes a histona
H2AX: o carcinbgeno MNNG promoveu um aumento nos niveis de proliferagcao celular
(Figura 14-A e C; P<0,001 - grupo M) — o que foi atenuado pela desnervacéo (Figura
14-A e D; P<0,05 - grupo BM).
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Figura 14 — PCNA em células colénicas. A. O MNNG aumentou a imunomarcac¢éo nuclear para
PCNA significativamente (P<0,001; Grupo M vs C e BM). A desnervacéo foi capaz de diminuir esse
aumento (P<0,05; Grupo BM vs M). One-way ANOVA, seguido do pés-teste de Mann-Whitney
(P<0.05); B. Cripta com pouca imunomarcagéao para PCNA referente ao grupo C; C. Positividade
para PCNA em células das criptas colbnicas, visivel pelo aumento da coloragcdo marrom. D. A
desnervacéo foi capaz de atenuar o aumento nos niveis de proliferagdo celular ocasionado pelo
MNNG.
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6.2.4 B-galactosidase — média de células positivas por cripta
imunomarcada

A B-galactosidase tem sido utilizada como um marcador de senescéncia celular,
principalmente no Sistema Nervoso. Contudo, atualmente este marcador também é
utilizado em diversos tipos de cancer, sendo sua presenca indicativa de senescéncia
celular. Devido a isso, ja que nosso trabalho avalia os efeitos protetores da ablag&o
neuronal do plexo mientérico durante a carcinogénese quimica colOnica, este
marcador foi escolhido. Na Figura 15 (A e B) podemos observar que encontramos
altos niveis de [B-galactosidase nos animais expostos ao carcindogeno MNNG
(P<0,001; grupo M), indicando que a carcinogénese promove o envelhecimento
celular e neuronal, tanto em células das criptas (Figura 15-A), quanto em células
presentes no especo inter-criptal (Figura 15-B). A desnervagdo com BAC foi capaz de
diminuir esses niveis de maneira significativa (P<0,05; grupo MB), assemelhando-se
ao grupo controle (P>0,05; grupo MB vs grupo C). Os mesmos resultados foram
observados ao analisarmos as células colbnicas positivas nos espacos inter-criptais
(Figura 15-B).
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Figura 15 — B-galactosidase. A. Imunomarcacao nas células das criptas. Animais expostos ao MNNG
tiveram maiores niveis de B-galactosidase (P<0,001; Grupo M), demonstrando a capacidade de
senescéncia celular induzida pelo cancer. A desnervagéo atenuou este aumento (P<0,05; Grupo BM),
assemelhando-se ao grupo controle (P>0,05; grupo BM vs grupo C). B. $-galactosidase nos espagos
inter-criptais. A desnervacgéao foi capaz de diminuir o aumento no nimero de células imunomarcadas
provocado pelo MNNG (P<0,05 — grupo BM vs grupo M). One-way ANOVA, seguido do pds-teste de
Mann-Whitney (P<0.05).
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6.2.5 MDA e GSH - Normatizagao pela proteina

O estresse-oxidativo aumenta conforme a capacidade antioxidante celular
diminui. Desta forma, atua como um conhecido marcador da capacidade antioxidante
celular. Ainda, € bem-estabelecido na literatura seu papel na carcinogénese colbnica.
Assim, os niveis de MDA e GSH foram avaliados no presente trabalho, conforme
ilustrado na Figura 16. Assim como nossos outros resultados, encontramos maiores
niveis de MDA no grupo de animais exposto ao MNNG 60 mg/kg — indicando a
capacidade oxidante deste carcinégeno (P<0,05 - Grupo M) (Figura 16-A). Além disso,
a desnervacao demonstrou atividade antioxidante, uma vez que diminuiu os niveis de
MDA no tecido colénico a niveis menores que o proprio grupo Controle (P<0,05 —
Grupo BM) (Figura 16-A). Na Figura 16-B podemos observar que nao houve diferenca
significativa estatisticamente entre os trés grupos de estudo (P>0,001). Assim,
concluimos que além de diminuir a senescéncia, proliferagdo celular e danos no
material genético, a desnervagdo também possui atividade antioxidante, por diminuir
os niveis de MDA colbnico e, em contrapartida, sintetizar GSH.
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Figura 16 — MDA e GSH no célon (nmol/gP) — Em A podemos observar que a desnervagao
demonstrou exercer atividade antioxidante através de sua atuagao na cascata do MDA, uma vez que
diminuiu seus niveis proteicos no célon de animais tratados (P<0,05; Grupo BM vs M). B. Nao houve
diferenga estatistica entre os grupos com relagéo a analise de GSH no célon (P>0,001) (B). One-way
ANOVA, seguido do pés-teste de Mann-Whitney (P<0.05).
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6.2.6 COX-2 estromal e epitelial

A enzima COX-2 é conhecida por ser um marcador inflamatoério e de doencas
diversas, como o cancer. Assim, avaliamos se a desnervagdo com BAC atuaria
inibindo ou diminuindo a agao dessa enzima. Contudo, apesar de termos encontrado
uma tendéncia de diminuicdo no numero de células positivas para COX-2 no estroma
(Figura 17-A), essa diminuigdo n&o foi estatisticamente significativa (P=0,34; Grupo
BM vs M). Quando analisamos as células positivas para essa enzima no epitélio
colénico (Figura 17-B), ndo foi observada nenhuma diferenga estatistica entre os

grupos de estudo (P>0,001).
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Figura 17 — COX-2 estromal e epitelial — E2. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos de
estudo, indicando possivelmente que o mecanismo protetor desempenhado pela desnervagao na
carcinogénese colbnica ndo seja atuando na inflamagao. One-way ANOVA, seguido do pdés-teste de
Mann-Whitney (P<0.05).
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6.2.7 UCHL (PGP 9.5)

Observamos que o grupo de animais expostos ao carcinbgeno MNNG (M) teve
uma imunoexpressao para UCHL-1 similar ao grupo controle (C; sem procedimentos)
(P<0,05) — indicando que o MNNG nao é capaz de influenciar o numero de neurénios
mientéricos. Contudo, ha uma diminuicdo dos ganglios mientéricos apds a
desnervagcdo com BAC (P<0,05; Grupo BM), mesmo apds uma exposicao ao MNNG
(Figura 18-A).
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Figura 18 — UCHL-1 nas células das criptas — E2. A. A desnervagcédo com BAC foi capaz de reduzir a
imunomarcagao para UCHL-1 no tecido colénico, mesmo apds exposi¢cdo ao MNNG. B. Exemplificagdo
da marcagdo para TRPV1 em tecido colénico. One-way ANOVA, seguido do pés-teste de Mann-
Whitney (P<0.05).
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6.2.8 TRPV1

Os receptores TRPV1 sdo conhecidamente associados a diversas desordens
gastrointestinais, como por exemplo a doenga de Hirschprung e no refluxo
gastroesofagico. Em nosso trabalho encontramos um alto numero de células e fibras
neuronais positivas para TRPV1 nos grupos de animais tratados com BAC (P<0,05;
Grupo BM), quando em comparagédo com outros grupos de estudo (C e M) (Figura 19
A, BeE).
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Figura 19 — TRPV1 nas células das criptas e em fibras neuronais. A e B - Foi encontrado um maior
numero de células e fibras neuronais positivamente imunomarcadas para TRPV1 no grupo de animais
tratados com o BAC (P<0,05; Grupo BM), em comparagao aos outros grupos de estudo (C e M). C, D
e E — Fotomicrografias de imunomarcacgéo para TRPV1. One-way ANOVA, seguido do pos-teste de
Mann-Whitney (P<0.05).



6.3 Resultados — Experimento 3

6.3.1
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Criptas displasicas nos animais TRPV1--

Encontramos um consideravel aumento no numero de criptas displasicas em

animais TRPV1-- quando em comparagdo aos demais grupos do estudo (Figura 20-

A; P<0,05; Grupo TKM). Assim, concluimos que os receptores TRPV1 estdo

diretamente relacionados a protecao contra o MNNG, uma vez que a ablacido desses

receptores aumentou o numero de CD em animais expostos ao carcinégeno.
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Figura 20 — Criptas displasicas em animais TRPV1
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. A. Foi encontrado um maior nimero de criptas

displasicas em animais TRPV1- expostos ao MNNG, quando em comparagdo aos demais grupos de
estudo (P<0,05; Grupo TKM), One-way ANOVA, seguido do pds-teste de Mann-Whitney (P<0.05). B.
Fotomicrografia de H.E. exemplificando uma cripta normal (acima) e uma cripta displasica (abaixo).
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7. DISCUSSAO
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O objetivo principal deste estudo foi elucidar os possiveis mecanismos
envolvidos no papel protetor desempenhado pela desnervagao do plexo mientérico
com o BAC sobre a carcinogénese quimica colénica em animais. Para testar nossa
hipotese, induzimos a carcinogénese experimental através da exposi¢gao dos animais
aos carcinogenos MNNG (60 mg/kg; Experimentos 2 e 3) e DMH (125 mg/kg;
Experimento 1), de acordo com o mecanismo de metabolizagdo mais adequado para
0 experimento em questdo. Desse modo, os resultados encontrados ser&o divididos
em topicos, de acordo com o numero do experimento (E1, E2 ou E3).

7.1 Experimento 1

O megacdlon obstrutivo associado a constipagdo € capaz de alterar fatores
histopatoldgicos coldnicos, sendo um deles o fator neuronal (KNOWLES; MARTIN,
2000). Assim, ha alteracdes no peristaltismo (HE; BURGART; WANG; PEMBERTON
et al., 2000; LYFORD; HE; SOFFER; HULL et al., 2002) e, consequentemente, um
aumento no desenvolvimento de cénceres gastrointestinais (SUNDBJLL;
THYGESEN; VERES; LIAO et al., 2019). Curiosamente, contudo, nosso laboratorio e
outros grupos de estudo observaram que em pacientes ou em modelos experimentais
de megacdlon chagasico ha uma menor probabilidade de desenvolvimento de CCR
(GARCIA; ARANHA; GARCIA; BASILE et al., 2003; GARCIA; OLIVEIRA; PINTO;
MUCCILLO et al.,, 1996; OLIVEIRA; LEITE; MIRANDA; ANDRADE et al., 2001;
VESPUCIO; TURATTI; MODIANO; OLIVEIRA et al., 2008) — sendo 0s mecanismos
pelos quais essa protecdo acontece desconhecidos até agora. Nesse sentido,
objetivamos identificar esses possiveis mecanismos de agao e associa-los ao modelo
experimental de megacdlon obstrutivo, a fim de melhor entendé-los. Para isso, foi
realizado o E1, no qual utilizamos o carcinégeno DMH (125 mg/kg) para indugcéo do
processo carcinogénico coldnico, uma vez que este é metabolizado no figado, ao
contrario do MNNG, diminuindo possiveis complicagdes ao animal. O modelo de
megacolon obstrutivo experimental foi utilizado para mimetizar o megacoélon obstrutivo
encontrado em pacientes, enquanto o modelo de desnervacao do plexo mientérico
com o BAC foi utilizado para mimetizar o megacdlon chagasico. Como resultados,

observamos um maior numero de lesdes precursoras do CCR — as criptas displasicas
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— Nnos grupos expostos ao carcinégeno, quando em comparagao aos outros grupos de
estudo (P<0,05). Os animais expostos ao DMH 125 mg/kg e ao modelo de megacdlon
obstrutivo experimental apresentaram um aumento ainda mais expressivo no numero
de CD quando em comparagao aos outros grupos expostos ao carcinogeno (P<0,05).
Esse achado corrobora os dados encontrados na literatura que mostram um aumento
na incidéncia de CCR em casos de megacdlon obstrutivo (SUNDBJLL; THYGESEN;
VERES; LIAO et al., 2019). A desnervagao promovida pelo BAC foi capaz de atenuar
significativamente esse aumento (P=0,0022), mostrando-se eficaz em proteger o
tecido colénico contra propriedades carcinogénicas encontradas na fase de iniciagao

do processo carcinogénico (CD).

Além das CD, outros marcadores sao utilizados a fim de elucidar processos
carcinogénicos, como a analise do indice de proliferagdo celular através de
imunomarcacéo para o anticorpo PCNA (BLAS-MACHADO; TAYLOR; MEANS, 2000;
KUBBEN; PEETERS-HAESEVOETS; ENGELS; BAETEN et al., 1994; LU; YU; XU;
CHEN et al., 2010). Desse modo, observamos a presencga de proliferagéo celular em
todos os grupos do estudo, sendo que os grupos expostos ao DMH apresentaram um
aumento significativo quando em comparagao aos outros grupos (P<0,05). O modelo
experimental de megacodlon obstrutivo também aumentou os niveis proliferativos das
células das criptas colénicas quando comparado aos outros grupos de estudo
(P<0,05), como observamos em nossa analise de CD. O tratamento com BAC
efetivamente diminuiu o0 numero de células imunomarcadas para PCNA (P<0,05),
principalmente quando comparado ao grupo exposto ao megacélon obstrutivo e ao

carcinégeno (P=0,0022).

Danos na quebra da dupla-fita de DNA sdo lesdes pré-neoplasicas
caracteristicas em diversos tipos de cancer, representando geralmente um
progndstico ruim (DENIZ; KAUFMANN; STAHL; GUNDELACH et al., 2016; LEE; YIN;
CHEN; CHAI et al., 2015; MEI; HU; PENG; RUAN et al., 2015). Avaliamos esse
marcador em nosso estudo para elucidar a potencialidade do carcinégeno DMH e do
modelo de megacdlon obstrutivo. Encontramos um aumento no numero de células
imunomarcadas para H2AX em todos os grupos expostos ao carcinégeno (Grupos D,
DM e DB), quando em comparagdo aos demais grupos (P<0,05). O megacdlon

obstrutivo apresentou um aumento significativo de danos no material genético quando
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comparado aos outros grupos (P<0,05) — o que foi revertido pela desnervagao do

plexo mientérico promovida pelo uso do BAC (P=0,0050).

A inflamacgao caracteriza-se como um dos principais fatores carcinogénicos, uma
vez que ha presenca de células inflamatdrias e liberagdo que citocinas, por exemplo,
no microambiente tumoral (CAMMAROTA; BERTOLINI; PENNESI; BUCCI et al.,
2010; HANAHAN; WEINBERG, 2011; MEIRA; BUGNI; GREEN; LEE et al., 2008;
PHILLIPSON; KUBES, 2011). A COX-2 é uma enzima frequentemente associada ao
processo inflamatorio no CCR, ja que atua sobre macrofagos e sobre as vias wnt e
ras. Além disso, € conhecido pela literatura que a COX-2 regula a angiogénese e
apresenta altos niveis de expressao em modelos de polipose adenomatosa e CCR
(ARAKI;  OKAMURA; HUSSAIN; NAGASHIMA et al, 2003; BOOLBOL;
DANNENBERG; CHADBURN; MARTUCCI et al., 1996; EBERHART; COFFEY;
RADHIKA; GIARDIELLO et al., 1994; FOURNIER; GORDON, 2000; HULL; BOOTH;
TISBURY; SCOTT et al., 1999; SINICROPE; GILL, 2004; TSUJII; KAWANO; TSUJI;
SAWAOKA et al, 1998; WILLOUGHBY; MOORE; COLVILLE-NASH, 2000).
Encontramos um grande numero de células criptais imunomarcadas para COX-2 nos
grupos expostos ao DMH 125 mg/kg, corroborando os achados da literatura, como
por exemplo o de Dubois e colaboradores, em 1996 (DUBOIS; RADHIKA; REDDY;
ENTINGH, 1996). A desnervacao produzida pelo BAC reduziu significativamente esse
aumento (P=0,0022). Ainda, a desnervagdo com BAC isolada, sem associa¢cdo ao
carcinoégeno, também apresentou uma diminuigio no numero de células
imunomarcadas para COX-2, quando comparada ao grupo submetido ao megacélon
obstrutivo (Grupo B vs M; P=0,0050).

Para avaliarmos os mecanismos neuronais possivelmente envolvidos na
protecao exercidos pelo BAC contra o CCR, utilizamos o anticorpo UCHL1, também
conhecido como PGP 9.5. O UCHL1 esta relacionado a ubiquitinizagao e, portanto, &
usado como neuromarcador (DAY; THOMPSON, 2010). Encontramos neurdnios
positivos para esse anticorpo em todos os grupos de estudo. Entretanto, os grupos
tratados com BAC, expostos ou ndo ao DMH (DB e B) apresentaram uma diminui¢cao
significativa nessa positividade (P<0,05), confirmando a especificidade
desempenhada pela desnervacdo com BAC por neurbnios do plexo mientérico
colonico encontrada na literatura (FOX; BASS, 1984; GARCIA; KAWASAKY:; SILVA;
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GARCIA-RODRIGUES et al., 1999; ZUCOLOTO; DE DEUS; MARTINS; MUGLIA et
al., 1997).

Em conjunto, nossos resultados referentes ao E1 sugerem que a exposi¢ao dos
animais ao carcinogeno DMH (125 mg/kg) aumentou parametros carcinogénicos,
inflamatorios e neuronais — o que foi significativamente revertido pela desnervagao
obtida através da administracdo de BAC. Por outro lado, o modelo experimental de
megacélon obstrutivo aumentou expressivamente esses parametros, corroborando a
literatura que aborda a constipagdo e o megacolon obstrutivo como fatores
predisponentes ao CCR. Assim, concluimos que a desnervacédo obtida com o BAC
protege contra o CCR — e ndo o megacdlon em si, sugerindo, portanto, que os
mecanismos envolvidos na protecao contra o CCR sio associados a esse processo

de ablagdo neuronal.

Isto posto, concluimos que o megacolon obstrutivo aumenta fatores
carcinogénicos colbénicos, excluindo, portanto, sua acdo como mecanismo protetor
contra o CCR. Ainda, elucidamos que a ablagao do plexo mientérico obtida pelo BAC
€ responsavel pelo papel protetor da desnervagédo contra o CCR, ja que diminuiu a

inflamacéao e outros marcadores carcinogénicos analisados no presente estudo.

7.2 Experimento 2

Para obtengdo do modelo de carcinogénese coldnica experimental, utilizamos o
carcinogeno quimico MNNG (60 mg/kg), ja que seu uso é topico e pratico. O
carcinégeno foi aplicado por enema, diretamente no célon dos animais. Para avaliar a
resposta citotéxica das células criptais frente a esse agente, analisamos o numero de
CD das amostras de tecido colonico através da analise histopatoldgica das laminas
coradas em H.E.. Como esperado, o carcindgeno promoveu um amento consideravel
no numero de CD, quando em comparagao ao grupo controle (Grupo M vs C; P<0,05).
A desnervacao do plexo mientérico obtida pela administracdo de BAC foi capaz de
reduzir esse aumento de maneira muito significativa (Grupo BM vs M; P=0,0009).

Assim, elucidamos o papel protetor do BAC observado na analise de CD do E1.

A instabilidade gendGmica compde um dos principais efeitos deletérios
encontrados em varios tipos de cancer, sendo a histona y-H2AX amplamente utilizada
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para avaliar essa instabilidade (BURNS; TANG; WU; SCHMID, 2015; DENIZ;
KAUFMANN; STAHL; GUNDELACH et al., 2016; MATSUDA; WAKAI; KUBOTA;
OSAWA et al., 2013; MEI; HU; PENG; RUAN et al., 2015; SEDELNIKOVA; BONNER,
2006). Essa histona se agrupa em focos dentro do nucleo celular promovendo quebras
na dupla-fita de DNA (ROGAKOU; BOON; REDON; BONNER, 1999), atuando como
marcador de inicio e progressao tumorais (BASSING; SUH; FERGUSON; CHUA et
al., 2003). Assim, analisamos a imunoexpressao de H2AX, a fim de estabelecer o
potencial carcinogénico do MNNG, bem como de analisar se a desnervacgao seria
capaz de atenuar esse processo. Como resultados, observamos que houve um
aumento estatisticamente significativo nos niveis de H2AX no grupo exposto ao
MNNG (P<0,05; Grupo M). O BAC foi capaz de atenuar muito significativamente
(P<0,05; Grupo MB) esse aumento — mostrando seu papel protetor contra alteragbes
no material genético (do tipo de quebra na dupla-fita de DNA). Nosso resultados
corroboram com os encontrados por Risques e colaboradores (RISQUES; LAl;
BRENTNALL; LI et al., 2008), os quais realizaram um estudo clinico com tecido de
pacientes que apresentavam colite ulcerativa e, como resultado, encontraram altos
niveis de H2AX expressos nos colonécitos, sendo esse aumento relacionado a um
pior prognostico, além de estar diretamente relacionado a um diagndéstico tardio do
CCR (LEE; YIN; CHEN; CHAI et al., 2015). Ainda, nossos achados estdo de acordo
com o que foi encontrado por nosso grupo de pesquisa ao estudarmos os efeitos do
café, café descafeinado e cafeina na carcinogénese experimental coldnica induzida
pelo MNNG, uma vez que o grupo de animais expostos ao carcinégeno também
mostrou um significativo aumento de H2AX — que foi revertido pelo tratamento
(SOARES; KANNEN; JORDAO JUNIOR; GARCIA, 2019). Staszewski e
colaboradores também obtiveram maiores niveis de focos nucleares de H2AX em
células cancerosas ovarianas cultivadas in vitro apds sua exposicdo ao MNNG de
modo concentracdo e dose-dependentes. Além disso, observaram que os focos de
H2AX eram consideravelmente reduzidos se as células fossem tratadas em condi¢des
nao-favoraveis a sua proliferagao — sugerindo, portanto, a participacdo dessa histona
no ciclo celular (STASZEWSKI; NIKOLOVA; KAINA, 2008). Dessa forma, analisamos
também os niveis proliferativos das células do célon, através da realizagdo da técnica

de imunoistoquimica para deteccéo do anticorpo PCNA.
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E conhecido na literatura que o MNNG é capaz de aumentar os niveis de PCNA
em modelos experimentais de cancer (JASCUR; FOTEDAR; GREENE; HOTCHKISS
et al., 2011). Assim, objetivamos avaliar os niveis proliferativos das células criptais
colénicas durante a exposicdo ao MNNG e apds o tratamento com BAC. Como
resultado, observamos um maior numero de células criptais proliferativas no grupo M,
exposto previamente ao MNNG 60 mg/kg quando comparado aos demais grupos de
estudo (P<0,05). Houve uma tendéncia de diminui¢do no numero de células positivas
para PCNA pelo tratamento com BAC 0,3%. Contudo, ndo houve diferenga estatistica
entre os grupos (Grupo MB vs M; P=0,1490). Essa tendéncia de diminui¢do no indice
proliferativo de células colbnicas pode sugerir que este agente surfactante proteja
contra a carcinogénese coldnica principalmente através de sua atuag&o contra danos
no material genético. Nossos resultados estdo de acordo com os encontrados por Lu
e colaboradores, ja que observaram um aumento nos niveis de PCNA na mucosa
gastrica de ratos ocasionado pela exposicdo ao MNNG (LU; YU; XU; CHEN et al.,
2010). Além disso, Blas-Machado e colaboradores encontraram o mesmo aumento ao
exporem figados de peixes a esse mesmo carcinogeno (BLAS-MACHADO; TAYLOR;

MEANS, 2000), que foi revertido pelo tratamento com curcumina.

A B-galactosidase, juntamente ao H2AX e ao PCNA, também atua como
marcador de diversas patologias, apresentando elevados niveis de expressdo no
cancer de colon, por exemplo (WASZKIEWICZ;, SZAJDA; WASZKIEWICZ;
WOJTULEWSKA-SUPRON et al., 2013; YU; FANG; SUN, 2010). Nossos resultados
mostram uma significativa diminuicdo nos niveis dessa enzima apos o tratamento com
o BAC em comparagao aos grupos C e M (P<0,05), sugerindo que este surfactante
possa atuar também no ciclo celular, retardando/revertendo a senescéncia originada

durante a carcinogénese experimental de célon (P<0,05; Grupo MB vs M).

Foi discutido acima a influéncia da inflamacé&o sobre o estresse oxidativo, ja que
células inflamatorias sdo exemplos de fontes endogenas de produgdo de EROs
(SULLIVAN; CHANDEL, 2014). Nesse sentido, as espécies reativas do oxigénio
(EROs) sdo moléculas altamente reativas e instaveis, produzidas em condigdes
normais. Contudo, uma producéo exacerbada de EROs ocorre em resposta a diversas
patologias, incluindo o céncer, e provocam danos ao material genético, proteinas e
lipidios, alterando sua fungao (NOURAZARIAN; KANGARI; SALMANINEJAD, 2014).
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Nesse trabalho, optamos por avaliar a produgao de MDA e GSH no tecido col6nico de
animais expostos ou ndo ao MNNG e tratados ou ndo com BAC, a fim de elucidar a
participacdo do BAC sobre a formacédo de EROs. O MDA é um subproduto da cascata
de peroxidacao lipidica e se encontra aumentado no cancer de prostata, mama e
colon, por exemplo (DILLIOGLUGIL; MEKIK; MUEZZINOGLU; OZKAN et al., 2012;
NOURAZARIAN; KANGARI; SALMANINEJAD, 2014; SOARES; KANNEN; JORDAO
JUNIOR; GARCIA, 2019). Assim, o MDA é bastante utilizado como indicador da
intensidade de peroxidagdo que ocorreu em determinado organismo (KERKSICK;
WILLOUGHBY, 2005). A GSH também é utilizada como marcador no cancer, além de
alvo terapéutico (CORSO; ACCO, 2018; TRAVERSO; RICCIARELLI; NITTI;
MARENGO et al., 2013) e é produzida pelos eritrocitos como uma fonte antioxidante
sanguinea. Se localiza na mitocondria e no citoplasma, e a forma oxidada de
glutationa é rapidamente convertida em GSH por agcdo da glutationa redutase
(JANIAK; SUSKA; DUDZINSKA; SKOTNICKA, 2010). Nesse sentido, analisamos os
niveis dessas duas moléculas em resposta ao MNNG e ao tratamento com BAC.
Como esperado, encontramos uma alta concentragdo de MDA no tecido colénico de
animais expostos ao carcinogeno MNNG (60 mg/kg), quando em comparagao aos
demais grupos de estudo (P<0,05; Grupo M vs C e MB). O tratamento com BAC 0,3%
reverteu esse aumento (Grupo MB vs M; P<0,05) a niveis menores que o0 proprio grupo
controle (P<0,05; Grupo MB vs C), indicando uma provavel atuagao desse agente
sobre a peroxidacéo lipidica. Entretanto, nao foi observada diferenca estatistica entre
os grupos de estudo com relacédo a GSH (P>0,05). Esse resultado pode ser explicado
analisando o trabalho de Abdo e colaboradores, ao relatarem que a GSH é capaz de
proteger o intestino contra o estresse oxidativo apenas quando ha niveis
consideraveis de estresse oxidativo na amostra analisada (ABDO; DERKINDEREN;
GOMES; CHEVALIER et al., 2010). Assim, como a desnervagao com o BAC diminuiu
os niveis de MDA, ndao houve niveis suficientes de moléculas oxidativas que
pudessem promover uma diminuicdo nos niveis de GSH colénico. Um estudo de
metanalise realizado em 2020 corrobora nossos achados, ja que mostra que a
suplementagcdo com zinco diminui os niveis plasmaticos de MDA, enquanto aumenta
os niveis de GSH (MOUSAVI; HAJISHAFIEE; CLARK; BORGES DO NASCIMENTO
et al., 2020).
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A inflamacéo esta estritamente ligada aos diversos estagios do processo de
carcinogénese (DAI; XIANG; LI; BAI, 2016; HOLZEL; TUTING, 2016; MARIANI;
SENA; RONCUCCI, 2014; SUN; WANG; WANG; REN et al., 2021). Assim, a enzima
COX-2 tem seus niveis de expressdo aumentados no cancer de intestino, sendo
utilizada como um marcador desta patologia (ADEGBOYEGA; OLOLADE; SAADA,;
MIFFLIN et al., 2004). Contudo, nossos resultados ndao mostram diferencas
significativamente relevantes no numero de células positivas para COX-2 entre os
grupos do estudo, apesar de indicar uma tendéncia de diminui¢do no grupo de animais
expostos ao MNNG e tratados com BAC (P=0,34). Possivelmente essa tendéncia
explica-se pelo fato de que o carcindgeno MNNG pode ndo atuar induzindo uma
grande resposta inflamatéria, como € o caso do DMH. Assim, maiores estudos seréo
necessarios para avaliar essa hipétese.

Nos ultimos 20 anos o SNE vém sendo estudado no trato gastrointestinal e em
suas desordens (RADEMAKERS; VAES; SCHONKEREN; KOCH et al., 2017). Nosso
laboratério estuda sua influéncia no CCR e em desordens gastricas desde os anos
90, tendo contribuido com relevantes trabalhos na area (CARVALHO; BASILE;
VESPUCIO; IGLESIAS et al., 2006; FEBRONIO; BRITTO-GARCIA; DE OLIVEIRA;
ZUCOLOTO, 1997; GARCIA, 2009; GARCIA; ARANHA; GARCIA; BASILE et al.,
2003; GARCIA; DEMARZO; VINHADELI; LLORACH-VELLUDO et al., 2002; GARCIA;
KAWASAKY; SILVA; GARCIA-RODRIGUES et al., 1999; GARCIA; MINTO;
MARQUES; KANNEN, 2019; GARCIA; OLIVEIRA; PINTO; MUCCILLO et al., 1996;
GARCIA; PAULA; GIOVANNETTI; ZENHA et al, 1999; GARCIA; PINTO;
ZUCOLOTO; OLIVEIRA, 1995; GARCIA; STOPPER; KANNEN, 2014b; KANNEN; DE
OLIVEIRA; MOTTA; CHAGURI et al., 2015; OLIVEIRA; LEITE; MIRANDA; ANDRADE
et al., 2001; POLLI-LOPES; ZUCOLOTO; CUNHA; FIGUEIREDO et al., 2003;
SOBREIRA; ZUCOLOTO; GARCIA; TRONCON, 2002; VESPUCIO; TURATTI;
MODIANO; OLIVEIRA et al., 2008; VESPUCIO; PASCHOAL; ZUCOLOTO; GARCIA
et al., 2005; ZUCOLOTO; DE DEUS; MARTINS; MUGLIA et al., 1997; ZUCOLOTO;
ROMANELLO; GARCIA; SOBREIRA et al., 2002). Contudo, os mecanismos pelos
quais o BAC protege contra a carcinogénese colénica eram até entdo desconhecidos.
Nesse sentido, estudamos os marcadores neuronais UCHL1 e TRPV1 no presente

estudo, a fim de completar nossa hipotese de associagdo do SNE no papel protetor
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exercido pelo BAC. Como resultado, notamos que o tratamento com essa substancia
foi capaz de diminuir significativamente o aumento no numero de células neuronais
positivas para UCHL1 encontrado nos animais expostos ao carcinogeno (P<0,05;
Grupo M vs Grupo MB), comprovando mais uma vez a a¢ao ablativa neuronal exercida
pelo BAC.

Desordens gastrointestinais alteram a atividade dos receptores TRPV1,
culminando em um desbalango que ocasiona diversas doengas, como a sindrome de
Hirschsprung. Assim, avaliamos também o numero de células criptais e de fibras
neuronais positivas para TRPV1. Como resultado, encontramos um aumento desse
receptor em animais tratados com o BAC quando em comparagao aos grupos de
animais controle (P<0,05; Grupo MB vs C) e expostos ao MNNG (P<0,05; Grupo MB
vs M). Nossos resultados possivelmente indicam que os receptores TRPV1 estdo
diretamente envolvidos no papel protetor do BAC contra o CCR, uma vez que seu
aumento mostra consequentemente uma maior atividade desses receptores durante

a desnervagao com BAC.

7.3 Experimento 3

Para confirmar o papel do TRPV1 sobre o mecanismo protetor desempenhado
pela desnervagao com BAC contra o CCR, avaliamos o numero de CD em animais
TRPV1-. Para isso, o processo de carcinogénese quimica experimental do célon foi
induzido pela administragdo do carcinégeno MNNG (60 mg/kg) em animais wild types
ou TRPV1-. Animais ndo expostos ao carcindgeno foram utilizados como controles.
Como resultado observamos um aumento no numero de CD nos animais expostos ao
MNNG, quando em comparagéo aos grupos controle (Grupo CM vs C; Grupo TKM vs
TK; P<0,05). O grupo de animais TRPV1” expostos ao MNNG apresentou um
aumento significativamente maior no numero de CD, quando comparado ao grupo de
animais wild types exposto ao carcindégeno (Grupo TKM vs CM; P<0,05), confirmando
nossa hipotese elaborada no E2 de que o TRPV1 atuaria ativamente contra a
carcinogénese colbnica. Maiores estudos relacionados ao papel protetor exercido pela
desnervagdo com BAC sobre o CCR em animais TRPV1-- sdo necessarios para um

melhor entendimento de seus mecanismos.
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8. CONCLUSAO
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Através de nossos achados, concluimos que a desnervagao do plexo mientérico

através da administragcao de BAC:

1) E a responsavel pela protegdo contra o CCR, e ndo o megacdlon.

2) Atua sobre a inflamagao, uma vez que diminuiu a imunoexpressao para COX-

2 no E1 e apresentou uma tendéncia de diminuigcdo dessa enzima no E2.

3) Atua sobre o SNE, uma vez que diminuiu o numero de neurdnios mientéricos

imunomarcados para UCHL1 em animais tratados com BAC.

4) Aumentou a imunomarcag¢ao de TRPV1 no tecido colbénico, sugerindo que esse
pode ser um mecanismo para a desnervagao levar a protegcdo contra a

carcinogénese colonica.

5) Exerce atividade antioxidante, ja que diminuiu os niveis de MDA no tecido

colénico.
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ABSTRACT

Purpose: This study aimed to investigate the underlying mechanisms involved in the
inhibition of colonic carcinogenesis by myenteric denervation in rats, which had been
previously demonstrated by us.

Methods: The carcinogen N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG 60mg/kg) was
used as colon carcinogenesis-promoter and benzalkonium chloride (0.3% BAC) was
used to achieve the myenteric plexus ablation. Animals were divided in three groups,
accordingly to their procedures: C (control), M (MNNG-exposed animals) and MB
(MNNG-exposed and treated with BAC animals). Then, we evaluate
immunohistochemical parameters by using yH2AX, PCNA and TRPV1 antibodies to
assess DNA double-strand brakes, cell proliferation and neuronal rate, respectively.
Oxidative stress levels were evaluated trough MDA spectrophotometry and
histopathology was performed to evaluate dysplastic crypts number in the colonic
samples.

Results: The myenteric plexus denervation was able to decrease H2AX and PCNA
labeling (P<0.05), suggesting that the BAC-induced denervation may acts by inhibiting
DNA-damage and cell proliferation. Besides that, the BAC-induced denervation also
attenuated MDA protein levels in the colon, indicating an antioxidant effect.
Furthermore, the BAC-induced denervation enhanced the number of TRPV1-positive
cells and neuronal fibers, suggesting a new mechanism for the protection against
carcinogenesis by the myenteric denervation.

Conclusion: The BAC-induced denervation of the myenteric plexus plays a protective
effect against the colon cancer development by  simultaneously
decreasing oxidative stress and inducing TRPV1 expression.

Key words: Enteric Nervous System; BAC; Denervation; MNNG; Colon cancer.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar os mecanismos envolvidos na inibigdo da carcinogénese colbnica
pela desnervacgao do plexo mientérico em ratos.

Métodos: O carcindgeno N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG 60 mg/kg) foi
utiizado como um agente promotor da carcinogénese colbnica e cloreto de
benzalcénio (0.3% BAC) foi usado para obtenc&o da ablagédo do plexo mientérico. Os
animais foram divididos em trés grupos, de acordo com seus procedimentos: C
(controle), M (MNNG) e MB (MNNG+BAC). A imunomarcagao para yH2AX, PCNA e
TRPV1 foram realizadas para avaliar dupla-quebra no DNA, proliferacéo celular e taxa
neuronal, respectivamente. Niveis de estresse oxidativo foram avaliados através de
espectrofotometria para MDA e o numero de criptas displasicas nas amostras
coldnicas foi avaliado através de histopatologia.

Resultados: A desnervacdo diminuiu a imunomarcacdao para yH2AX e PCNA
(P<0,05), indicando que reduziu o dano ao DNA e atenuou o aumento da proliferagéo
celular induzido pelo MNNG. Além disso, a desnervagao pelo BAC diminuiu os niveis
de MDA colénico, atuando como antioxidante. Observou-se ainda que a desnervagao
mientérica aumentou o numero de células e fibras neuronais positivas para TRPV1,
indicando a existéncia de um novo mecanismo para a protecdo contra a
carcinogénese col6nica induzido pela desnervagao mientérica.

Conclusao: A desnervacao do plexo mientérico com BAC exerce um efeito protetor
contra a carcinogénese colbnica por simultaneamente reduzir o estresse oxidativo e o
dano de DNA, além de atenuar o aumento da proliferagdo celular induzida pelo

carcindégeno quimico e induzir aumento da expressao de TRPV1.

Palavras-chaves: Sistema Nervoso Entérico; BAC; Desnervacao; MNNG; Cancer de

colon.
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INTRODUCTION

Colonic cancer (CC) is one of the leading causes of death in the world(") and
both genetic factors and environment can modulate the risk for developing this
disease®?). Interestingly, the participation of the enteric nervous system (ENS) in the
pathogenesis of the CC has been gaining attention in the literature). In this regard,
we had previously shown that in experimental settings the myenteric denervation with
benzalkonium chloride (BAC) is associated to a marked decrease in the incidence of
colonic cancer{’8). Nevertheless, the mechanisms involved in the participation of the
ENS in the pathogenesis of the CC remain largely unknown. Here we investigated the
effects of myenteric denervation in two possible pathogenic factors that are known to
be involved in both the colonic carcinogenesis and in the adaptations that are trigged
by denervation in general: the oxidative stress and the expression of the transient
receptor potential vanilloid 1 (TRPV1).

Oxidative stress is one of the most known pathogenic factors of CC -0, Lipid
peroxidation is a consequence of oxidative stress, causes DNA damage and may be
estimated by the measurement of the levels of malondialdehyde (MDA), which is one
of its by-products('!). Oxidative stress induced DNA damage, triggers activation of
repair mechanisms, including phosphorylation of the histone variant H2AX. Thus, by
quantifying the phosphorylated H2AX it is possible to provide an indirect measurement
of oxidative stress damage(12-13),

TRPV1 receptors are nonselective cation channels that are sensitized from
noxious stimuli (**) and can modulate oxidative stress(’®. Subsequently to the first
observations of TRPV1 channels as pain receptors, there has been many other
descriptions of other locations of TRPV1 expression apart from the nervous tissues
and it has been associated to wide range of non-pain-related physiological and
pathological conditions!'®-17)., including cancer{'®29), Taking into account that various
types of denervation are associated with an increase in TRPV1 expression®!), here we
evaluated the TRPV1 expression and some oxidative stress parameters in chemically
induced colonic carcinogenesis performed in the rat model of BAC-induced myenteric

denervation®),
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MATERIAL AND METHODS

Twenty-three male Wistar rats (150 + 20g) were housed in controlled
environment within plastic cages (55% humidity, 12-h light/dark cycle, and 22°C *
0.5°C), in a number of five rats per cage and were acclimated for 1 week before starting
the experiments. Then, They were randomly divided into the three experimental groups
of study. All the rats were fed a standad Purina® diet for rats and mice and tap water
ad libitum. All experiments were performed according to the protocol approved by the
Ethical Committee in Animal Care and Use at the Ribeirao Preto Medical School,
University of Sao Paulo (#169/2014).

Experimental Groups

The animals were divided into the three following groups of study:

Table 1 — Experimental groups of study.

Group n Experimental procedure

Control group;
C 7 no procedures

M 8 MNNG-exposed group

MNNG-exposed and BAC-trea
MB 8 group

Chemical experimental model of colonic carcinogenesis

The chemical carcinogen N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG) (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Alemanha) was used to induce the colonic carcinogenesis process
due to its topical administration and for not being metabolized by the liver, avoiding
any possible side effect. The MNNG was diluted in distilled water at the day of the
experiment, avoiding its oxidative process. The male Wistar rats received a single-

rectal instillation of MNNG (60 mg/Kg; 1mL - enema)@),
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Surgical model of myenteric denervation

The myenteric plexus denervartion was achieved by using the experimental
model of denervation with 0.3% Benzalkhonium chloride (BAC) (Benzyldimethyl
Tetradecyl Ammonium chloride, Sigma-Aldrich®) in the colonic serosa layer of the
Wistar rats, as previously described®. Before the surgery, the animals were
anesthesized with Ketamine (80mg/Kg Ketamine®; Pfizer; Sao Paulo-Brazil)
associated to Xylazine (14mg/Kg; Rompum®, Bayer; Sao Paulo-Brazil) chloride
(100uL/animal; i.p.). Ten minutes later, an exploratory laparotomy was performed, by
cutting the median line (three cm lenght) of the animal. Then, 2 cm of the distal colon
was wrapped in a gauze embedded with 0.3% BAC during fifiteen minutes®). After this
time all the peritoneal cavity was washed with sterile saline solution (0.9% NacCl),

animals were sutured and sent for surgery recory process.

Collection and processing of colonic samples

At the end of the experimental period, all the rats were euthanized in a carbon
dioxide chambre. Median laparotomy was performed, with further isolation and
removal of the distal colon. Then, the colon samples were opened by their mesenteric
border, cleaned up with 0.9%NaCl solution and laid out gently on a glass petri dish.
Samples were divides into snap-frozen (liquid nitrogen, -196°C) and fixed (4%
paraformaldehyde), for further oxidative stress and
histopathological/immunohistochemical analysis. Thus, to perform the histological cuts
the samples were placed between two filter papers inside histological cassetes and
fixed with a solution of 4% paraformaldehyde (72 hours). Once fixed, samples were
exposed to a increasing dehydration process by using crescent alcohol concentrations.
Then, the colons were imersed into 100% xylol baths for diaphanization. After that
process, colonic samples were embedded in paraffin baths, so the histological cuts
could be performed. By using a microtome, the paraffin blocks containing the samples
were cut at 4um of thickness and adhered to silanized slides posteriorly storage at 60
Celsius degree to optmize teh material adhesion to the slide. Prior the H.E. stainning
or IHC technique, the slides were deparaffinized and hydrated. Finally, the material
was exposed to vaporization in a Citrate buffer solution (pH 6.0), so the antigenic

recovery could occurs.
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Histopathological analysis

The carcinogenesis process in the colon was inferred by the estimation of
dysplastic crypts in en face preparations of colon samples. Thus, the samples were
stained with hematoxylin and eosin according to our previous description®. To avoid
observer bias, all slides were coded before microscopic analysis (Leica DM 2500;
Leica Mikrosysteme Vertrieb, Germany; equipped with Leica DC 300 FX camera).
Dysplastic lesions were identified at 20x magnification (pathological features ranging
from mild to severe dysplasia). Confirmation of the dysplastic features was carried at
40x magnification for all samples. Colon morphometry was performed with Leica
Application Suite (LAS) version 3.7 software, which determined colonic area
automatically. Relative values for total dysplastic lesions were calculated as their total

number per colonic sample areas (cm? or mm?).

Immunohistochemistry analysis

The immunohistochemical technique was performed through the antigen-
antibody reaction, followed by DAB (diaminobenzidine) reaction. All the slides were
deparaffinized and rehydrated in decreasing concentrations of etanol to water. Antigen
retrieval was performing by using citrate bufferpH 6.0 during 20 minutes. To inhibit
tissue peroxidases, 3% hydrogen peroxide was added on the slides. Normal horse
serum was used to block nonspecific immunostaining. Then, all the slides were
incubated with the following primary antibodies: anti-gamma H2A.X (phospho S140 -
ab22551, Abcam, UK — 1:50), anti-PCNA (clone PC10, Abcam®, Massachusetts, USA
— 1:100), and anti-TRPV-1 (PA1-748; Thermo Fisher Scientific, 1:100) to evaluate
respectively: DNA double-strand brakes, cell proliferation and TRPV1
immunoexpression. In this sense, cell proliferation, which is a well-established
parameter of colonic carcinogenesis, was evaluated by the PCNA expression, as
described®). The colonic denervation was confirmed by counting the myenteric
neurons, previously immunostained with the Anti-Ubiquitin Carboxyl-terminal esterase
L1 (UCHL-1) also known as anti-PGP-9.5, as previously described®?. evaluate the
possible activity of sensorial fibers in our samples, TRPV1 antibody was tested(®526),
Positive reactions were displayed with Picture-MAX Polymer Kit (Invitrogen). Histone
Gamma-H2AX was used to evaluate the MNNG effects in the colonic samples (anti-
gammaH2AX phospho S140 [3F2] Abcam®; 1:200) ?7), Positive reactions for PCNA
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and H2AX showed a brown precipitate at the nucleus, whereas TRPV1 positive
neurons were found at the myenteric plexus. Proliferation was determined as the ratio

between stained and unstained cells in colonic crypts.

Colonic oxidative stress analysis

The colonic oxidative stress was evaluated by the measurement of
malondialdehyde (MDA) levels by spectrophotometry, as proposed by literature(?®),
with some adaptations. For MDA dosage, colonic sample (200mg) was homogenized
with 0.2M phosphate buffer pH 7.4 (1mL). Then, 200uL was transferred to an
Eppendorf® tube, together with 1-methyl-phenylindole solution (650uL) and 150 uL of
37% hydrochloric acid (HCI). After shaking, the tubes were incubated in water-bath (45
°C; 40 minutes). Then, the colonic samples were centrifuged (4000 rpm; 10 minutes).
The absorbance was read from the supernatant at a wavelength of 586nm in a
SpectraMax® M5 with SoftMax® Pro Data Acquisition & Analysis Software Molecular
Devices (Sunnyvale, CA, USA). The absorbance values were standardized by the
equation of the reaction curve. Then, all the values were corrected for the protein

concentration rate, with result being expressed in nmol/mg.

Statistical Analysis

Data were analyzed using a GraphPad Prism 5 (Graph Pad Software Inc., San
Diego, CA). One-way ANOVA test (Tukey’s post hoc test) was applied for comparisons
between all the groups of study. The T test (Mann-Whitney) was applied to calculate
the difference between two groups. P< 0.05 was considered to be statistically

significant. All values are expressed as mean + SD.

RESULTS
Colonic myenteric neurons are ablated by BAC
The MNNG-exposed group (M) presented UCHL1 staining levels similar to the

control group (C), indicating that the carcinogen MNNG did not damage the myenteric
neurons, since its value is compared to the control group (P>0.05). It was further
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observed a marked fall in the number of myenteric neurons after the application of BAC

(BM group), confirming its reported denervation properties (Figure 1).
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Figure 1 — UCHL1 positive cells. BAC denervation (BM) decreased the number of stained neurons in
the colonic wall, comproving the ablative effect of this chemical agent when compared to the groups C
and M. One-way ANOVA followed by Mann-Whitney’s post-hoc test (P<0.05).

Dysplastic crypts (DC) in the colon

As expected, we found a high number of DC in the colon of rats exposed to the
MNNG (60mg/kg) (Group M vs C; M vs BM; P<0.05). The denervation promoted by
0.3% BAC administration directly in the colon of animals significantly reduced the

number of DC in MNNG-treated rats (Group BM vs M; P=0.0009) (Figure 2).
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Figure 2 — Dysplatic crypts. The denervation with BAC (MB group) was able to descrease
significantly the number of dysplastic crypts found in the MNNG-exposed group (M) One-way ANOVA
followed by Mann-Whitney’s post-hoc test (P<0.05).

The increase of cell proliferation induced by MNNG is attenuated by denervation
with BAC

We observed that the myenteric plexus denervation by using BAC was very
effective in decreasing the cell proliferative index, probably by acting in the cell cycle.
The BAC-treated group (MB) showed a PCNA-positive cells decrease, while the M
group presented higher levels of this marker (P<0.05) (Figure 3).
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Figure 3 - PCNA IHC in the colon. A. The carcinogen exposure (M group) lead to an increased number
of PCNA positive cells, which was attenuated (P<0.05) by the denervation (BM group). One-way ANOVA
followed by Mann-Whitney’s post-hoc test (P<0.05). B, C and D - Photomicrographs of the respective
groups: Control, MNNG and MNNG+BAC.

TRPV1 immunostaining

We found a higher number of TRPV1-positive cells and neuronal fibers in the
group treated with BAC (P<0.05) (BM group) when compared to the other groups (C
and M) (Figure 4)
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Figure 4 — TRPV1 IHC in the colon. A and B - Denervation enhanced TRPV1-positive cells and
neuronal fibers in the colon, suggesting a “scavenger” role played by BAC on the colon carcinogenesis.
C, D and E — TRPV1 photomicrographs of the respective groups: Control, MNNG and MNNG+BAC.
One-way ANOVA followed by Mann-Whitney’s post-hoc test (P<0.05).

MNNG effects in the colon

We found a high number of positive nuclei for yH2AX labeling in the MNNG-
exposed group, when compared to the others (P<0.05). This result suggests that the
carcinogen promoted the colonic carcinogenesis process, what was partially reverted

by the BAC denervation (BM group; P<0.05) (Figures 5 and 6).
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Figure 5 - Gamma-H2AX histone - IHC. The denervation (MB group) was able to descrease
significantly the H2AX immunostaining levels found in the MNNG-exposed group (M) One-way ANOVA
followed by Mann-Whitney’s post-hoc test (P<0.05).
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Figure 6 — Photomicrographs of Gamma-H2AX histone - IHC. A and B — Colonic crypts reffering to
the Control group. C, D and E — Colonic crypts related to the carcinogen-exposed group (M), showing
enhanced brown color, expressed due to DAB reaction. 400x.
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MDA spectrophotometry assay

The MNNG single-dose instillation was able to increase significantly the MDA
levels, illustrating its cell-damage potential by enhancing ROS in the colon (M group),
on the other hand, we found a reduction of MDA levels (nmol/gP) in the group of

animals treated with the BAC (MB group) (P<0.05), which was similar to the control
group (Figure 7) (P<0.05).
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Figure 7 — MDA levels in the colon. The MNNG single-dose instillation enhanced the MDA levels
significantly (P<0.05) When compared to the other groups of study. BAC treatment was able to decrease
MDA protein levels. One-way ANOVA followed by Mann-Whitney’s post-hoc test (P<0.05).

DISCUSSION

The aim of this study was to investigate the colonic carcinogenesis, as well as
the oxidative stress parameters and the TRPV1 expression following the myenteric
denervation by BAC in the colon of rats.

First, our results confirmed a decrease in the number of myenteric neurons by

55.63% + 5.98 induced by the BAC application, what is in accordance with the
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literature(”-8). We have also observed that the myenteric denervation was associated
with a potent inhibition of colonic carcinogenesis, as observed by the reduced
formation of dysplastic crypts and the attenuation of the increase in cell proliferation
induced by the MMNG, as measured by the PCNA nuclear staining counting. These
findings were also expected, taking into account the literature(’-8). It is also well-known
that the chemical carcinogens like MNNG induce oxidative stress(?®), as we have found.

As an unprecedented observation, we have found that the myenteric
denervation leads to an attenuation of the oxidative stress caused by the action of the
chemical carcinogen MNNG. This was observed by both the decrease in MDA levels
in the BAC-treated animals that had received the carcinogen application (Fig.6) and by
the decrease of H2AX immune expression in these animals (Fig.1). There are no
reports in the literature in relation to the effects of myenteric denervation on the
oxidative stress. Extrinsic denervation of the intestine has been associated to a
reduced oxidative stress level®9.This is similar to our findings, but further studies will
be necessary to elucidate the mechanisms involved in the reduction of oxidative stress
by the myenteric denervation.

We observed a weak and sparce TRPV1 expression in the nerve fibers
surrounding the crypts of the normal rat colon (Fig.5), what is in accordance with the
literature®!. In all the animals exposed to the MNNG was observed a moderate
increase in the number of TRPV1-stained nerve fibers surrounding most of the colonic
crypts (Fig.5). Furthermore, we found that a large number of stromal cells surrounding
the epithelial crypts were positively immune-stained for TRPV1, as well (Fig.4). There
are no reports in the literature regarding the TRPV1 expression during the chemical
induction of colonic carcinogenesis, but an increase in TRPV1-specific
immunoreactivity had been previously described in the human tongue epithelium with
precancerous and malignant lesions®?), It is known that toxic and irritant chemical
compounds are triggers of TRPV1 expression in various tissues®3-34), It is very likely
that the MNNG application may also trigger the TRPV1 expression, since MMNG
possess cytotoxic properties(®9).

Interestingly, we have observed a further and marked increase in both the
number of TRPV1 expressing nerve fibers and cells in the carcinogen-treated animals
that were also submitted to the myenteric denervation with BAC (Figs. 4 and 5). TRPV1

expression has not yet been described after BAC-induced denervation but other types
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of denervation have been previously associated with increased TRPV1 expression,
such as after nerve injuries®®. In our experimental model, possibly the increase in
TRPV1 expression may have occurred in response to the denervation as well, but this
remains to be deeper investigated.

It had been observed that the expression of TRPV1 extends beyond the sensory
nerves, occurring also in mast cells, endothelial cells and other cell types®”.
Furthermore, there is a distinction between the TRPV1 effects in consequence to its
activation in sensory nerve endings and non-neurogenic TRPV1 effects due to its
expression in various cell types®’). In our experimental settings, we found that in both
nerve endings and cells the same pattern of TRPV1 expression was observed, being
increased after carcinogen exposure with a further increase due to the myenteric
denervation.

We have observed that an increase in TRPV1 expression in the BAC-treated
animals was associated to a potent inhibition of the colonic carcinogenesis, as
accessed by the formation of dysplastic colonic crypts and epithelial cell proliferation.
This finding is coherent with reports in the literature data showing the anti-tumor
properties of TRPV1(339 A positive correlation between TRPV1 expression and
histopathologic differentiation of human hepatocellular carcinoma (HCC) has been
observed, as well as a better clinical prognosis in patients with HCC associated with
high TRPV1 expression levels®?. It has also been reported that TRPV1 is an potent
suppressor of skin carcinogenesis“!) and that natural compounds that are agonists of
TRPV1 can negatively control tumor progression“?. Furthermore, an inhibitory role
played by TRPV1 has been observed in urothelial cancer cell invasion and
metastasis(*®). Recently, TRPV1 has been observed to suppress the gastric cancer
development(7®),

Finally, it must be considered that increased TRPV1 expression is related to a
reduced oxidative stress level, as observed in different experimental settings®4 4%). This
negative association is not well understood in its mechanisms, but certainly can offer
a plausible mechanism to explain how the increased expression of TRPV1 may inhibit
carcinogenesis, including our findings. Further studies will be necessary to elucidate
the mechanisms involved in these observations.

In summary, the findings of the present study of an association between

myenteric denervation, inhibition of carcinogenesis and oxidative stress, as well as an
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increase in TRPV1 expression may open new lines of investigation on how the nervous

system influence the development of colonic cancer.
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