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“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos
capazes de resolver os problemas causados pela forma como nos

acostumamos a ver o mundo”.

(Albert Einstein)



RESUMO

A atividade da serotonina (5-HT) pode estar envolvida no desenvolvimento do
cancer colorretal, embora detalhes desse processo permanegam
desconhecidos. Camundongos knockout (KO) para triptofano hidroxilase 1
(Tphl) falham em sintetizar 5-HT e fornecem um sistema modelo apropriado
para estudar o papel deste neuro-hormonio na carcinogénese colorretal. Animais
Tph1KO apresentaram um desenvolvimento reduzido de tumores alograficos e
tumores colorretais induzidos por colite. No entanto, o tratamento carcinogénico
colorretal promoveu um aumento do ndmero de tumores induzidos pela
exposi¢cdo a um carcinégeno. Também se observou uma alta intensidade de
dano de DNA no nicho de células-tronco do c6lon, bem como uma reducao na
populacbes de células enteroendécrinas e aumento daquelas unidades
caliciformes. Antes da ativacdo da ataxia telangiectasia relacionada a Rad 3
(ATR) e proteina 53 relacionada a transformacao (Trp53), a sintese de 5-HT
promoveu a atividade da O-6-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT) em
resposta a exposicao carcinogénica. O resgata da sintese de 5-HT através do
tratamento com 5-hidroxitriptofano reduziu o dano de DNA induzido pela
radiacdo. O papel protetor da 5-HT foi confirmado em camundongos
transgénicos com perda especifica da expressdo de Tphl nos intestinos. Esta
investigacdo demonstra um papel protetor da sintese de 5-HT contra o

desenvolvimento da carcinogénese colorretal.

Palavras chave: Carcinoma colorretal; dano de DNA; serotonina; sistema de

reparo.



Abstract

Serotonin (5-HT) activity may impact on the development of colorectal cancer.
However, details of this process remain unknown. Tryptophan hydroxylase 1
knockout (Tph1lKO) mice fail to synthesize 5-HT and provide an appropriate
model system to study the role of this neurohormone in colorectal carcinogenesis.
Tph1lKO mice have a decreased development of allograft tumors and colitis-
induced colorectal tumors. However, colorectal carcinogen treatment led to
increased tumor numbers, with high DNA damage intensity in the colonic stem
cell niche. It was related to decreased numbers of enteroendocrine cells but an
increase in the goblet cell population. Indeed, 5-HT synthesis promoted O-6-
methylguanine-DNA methyltransferase activity in response to azoxymethane
before activating ataxia telangiectasia and Rad3 related (ATR) and
transformation related protein 53 (Trp53) expression. Radiation-induced DNA
damage could be rescued by 5-hydroxytryptophan. The protective role of 5-HT
was confirmed in transgenic mice with intestine-specific loss of Tphl expression.
This investigation reveals a protective role of 5-HT synthesis against the

development of colorectal carcinogenesis.

Keywords: Colorectal cancer; damage DNA; serotonin; pathways DNA repair.
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1.1 Estrutura e fisiologia do cdlon

O intestino grosso € composto pelo cécum e apéndice, colon, reto e canal
anal. O célon pode ser subdividido em regibes ascendente, transversal,
descendente e sigmoide. A regido sigmoide atravessa a borda pélvica para
entrar na cavidade pélvica, onde se conecta com o reto (ELLIS et al.; 2013). O
colon é diferenciado macroscopicamente do intestino delgado pela presenca das
bandas musculares longitudinais externas, ou taenia coli (ELLIS et al.; 2013).

Tanto o intestino delgado quanto o intestino grosso séo formados por uma
Gnica camada de células epiteliais colunares (ELLIS et al.; 2013). Entretanto,
existem diferencas microscopicas na composicado destes orgdos. As células
epiteliais do intestino delgado tém um importante papel na absorcdo de
nutrientes. Como caracteristica principal, este epitélio possui projecbes que
formam vilosidades, maximizando a superficie de absor¢édo de nutrientes. Em
contrapartida, o intestino grosso ndo possui essas vilosidades, jA que sua
principal funcéo é absorcdo de agua eletrélitos (BOWCULTT R. et al. 2014). O
tecido colénico € composto por quatro camadas denominadas mucosa,
submucosa, muscular prépria e a camada serosa. A camada mucosa € composta
por multiplas glandulas ou criptas paralelamente alinhadas. Cada uma destas

invaginacdes na mucosa é considerada uma unidade funcional do célon, ou

organoide (BOOTH C.; 2000).

1.2 Estrutura e funcao das glandulas coldnicas

Devemos considerar que o epitélio do cdlon intestinal humano tem a
capacidade de se auto-renovar completamente a cada trés dias (AFAHA S., et

al. 2015). As células intestinais presentes na superficie do epitélio sdo
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rapidamente substituidas por descamacédo, devido o atrito desta superficie com
o bolo fecal. Esta perda celular é substituida pela atividade de diferenciacédo de
células tronco alocadas na base da cripta (BARKER et al.; 2007). Essas células
sao pequenas e indiferenciadas, bem como possuem a capacidade de se dividir
assimetricamente. Assim, suas células filhas idénticas podem proliferar e se
diferenciar em células neuroenddcrinas e globulares e, finalmente, em
colondcitos (AFAHA S. et al. 2015).

Acredita-se que haja dois grupos de células tronco. Aquelas que se
duplicam rapidamente (estas células expressam Lgr5 [repeticdes ricas em
leucinas contendo o receptor acoplado a proteina GJ), e aquelas que apresentam
um ciclo celular mais lento (estas células expressam BMI-1 [B lymphoma Mo-
MLV insertion region 1 homolog]) (BARKER et al., 2007). As células Lgr5 séo as
mais estudadas. Estas células estdo localizadas na base da cripta e possuem
alta capacidade de renovacdo e diferenciacdo (AFASHA et al., 2015).
Recentemente sugeriu-se que células tronco BMI-1 residam no intestino

delgado, mas ndo no célon (AFASHA et al., 2015).

1.3 Funcéo fisiolégica da serotonina nos intestinos
A serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) é uma indolamina oriunda da
hidroxilacdo e carboxilagdo do L-Triptofano. Este neuro-horménio esta
geralmente associado a fungoes fisioldgicas e patolégicas do sistema nervoso
central (SNC). Entre suas inumeras fungdes, vale apenas nomear os seus efeitos
na regulacdo do humor, consumo de alimentos, sono, sexo e dor (GERSHON,
2013). Entretanto, a 5-HT do SNC compdem apenas uma pequena parte (cerca

de 5%) do total do volume de 5-HT circulante. Ja por varias décadas sabe-se
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que a sintese de 5-HT ocorre principalmente a nivel intestinal
(ERSPAMER,1937). A 5-HT tem uma acdo central para a manutencdo da
homeostasia intestinal (MANOCHA & KHAN, 2012). A atividade serotoninérgica
parece ndo apenas controlar o peristaltismo intestinal (HEREDIA et al., 2013),
mas também modular a atividade de células epiteliais e imunes (KHAN & GHIA
2010).

O conceito de que a 5-HT presente no SNC e periférico possuem
diferentes fontes é sustentada pelo conhecimento de que a barreira hemato-
encefalica é impermeavel para 5-HT circulante. Também, as enzimas que iniciam
a conversao do L-Triptofano (Trp) em 5-HT séo distintas (COTE,F. et al., 2003).
Se a enzima triptofano hidroxilase tipo Il (Tph2) é responsavel pela converséo
de Trp em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) em neurdnios residentes no SNC, esta
funcdo é coordenada nos intestinos pela Tphl em células enteroenddcrinas
(Walther & Bader 2003). Vale a pena ressaltar que o 5-HTP é convertido em 5-
HT pela descarboxilase de aminoécidos L arométicos (DDC) (WALTHER &
BADER; 2003).

Evidéncias indicam que dentro da camada mucosa, a 5-HT pode tanto
atuar como uma molécula pré-inflamatéria quanto anti-inflamatéria. Khan et al.
(2011) demonstrou que as células dendriticas sdo mediadores chave na
resposta pro-inflamatoria da 5-HT (LI N. et al., 2011). De acordo com Gershon
(2012), a 5-HT tanto promove quanto protege as células intestinais de dano
(GERSHON, 2012). Além da resposta pro-inflamatoria, a 5-HT pode exercer um
efeito anti-inflamatdrio na mucosa intestinal via ativacdo de receptores 5-HTa4
(SPOHN et al.; 2016). Segundo Spohn (2017), a agédo anti-inflamatoria da 5-HT

predomina em condi¢cdes normais, enquanto a acéo pro-inflamatdria mediada
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por receptores 5-HT7 predominam em condi¢gbes patologicas (SPOHN et al.,
2017). A inibicdo do receptor 5-HT7, que é expresso em células dendriticas, inibiu

0 processo de colite em animais (KIM J. et al., 2013).

1.4 Efeitos da serotonina sobre a carcinogénese de cdlon

De acordo com as descobertas de Tutton e Barkla, a 5-HT promove o
desenvolvimento do carcinoma colorretal (CCR) (TUTTON; BARKLA, 1981).
Esses dados corroboram com as descobertas de Younes et al. que
demonstraram um aumento da sintese de 5-HT em tumores de intestino delgado,
apéndice e ceco (YOUNES et al, 2009). Nocito (2008), também demosntrou que
camundongos com deficiéncia na sintese de 5-HT, apresentaram menor
crescimento e proliferacdo de tumores alograficos (NOCITO et al.; 2008).
Todavia, estudos do nosso grupo de pesquisa revelaram que o aumento nos
niveis de 5-HT no coélon intestinal induzidos por um inibidor da receptacéo de
serotonina ocorreu em conjunto com uma reducéo no desenvolvimento de lesdes
preneoplasicas (KANNEN et al., 2011). Também relatamos que uma dieta rica
em gordura ndo apenas promoveu o desenvolvimento de lesGes preneoplasicas,
como também reduziu os niveis de 5-HT no coélon intestinal (KANNEN et al.,
2012). Em outro estudo, observamos que a restricao dietética também aumenta
o risco de CCR, bem como suprimiu a sintese e liberacdo de 5-HT no célon

(KANNEN et al., 2013).
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1.5 Carcinoma colorretal: incidéncia e fatores de risco

O CCR é aterceira neoplasia maligna mais comum na popula¢cdo mundial,
sem contabilizar os casos de melanoma (ARNOLD M. et al. 2016). Em 2012,
foram diagnosticados cerca de 1.4 milhdes de novos casos e cerca de 700.000
pacientes morreram em todo o mundo (ARNOLD M. et. al. 2016). Também no
Brasil, o CCR € o terceiro cancer mais comum, sendo que em 2018 foi estimado
a ocorréncia de ~36.360 novos casos, sendo que ~17.380 serdo homens e
~18.980 mulheres (INCA, 2018). Estes dados demonstram que um melhor
entendimento desta doenca € necessario.

Existem varios fatores de risco para o desenvolvimento do CCR. Os
principais sdo idade, alimentagéo, obesidade, consumo de alcool, consumo de
carne vermelha e carnes processadas, bem como baixa ingestdo de frutas e
vegetais (SREEVALSAN S., 2013). Center et al. (2009) demonstrou que 0s
riscos para o desenvolvimento da doenc¢a diminuem com o aumento da ingestao
de carnes brancas, proteinas de fontes vegetais, substituicAo de gorduras
saturadas pelas insaturadas e utilizacdo dos graos como fonte principal de
carboidratos. Sabe-se também, que o ferro presente em quantidades
significativas na carne vermelha promove o crescimento de células
transformadas e aumenta o dano de DNA por agir como um pré-oxidante e
gerador de estresse oxidativo nas células (BIRD et al. 1996; SREEVALSAN S.,
2013).

A maior incidéncia dos casos de CCR é de casos esporadicos, que séo
doencas predominantemente induzidos pela aquisicdo dos habitos de vida néo

saudaveis descritos acima (SAKITA et al. 2016). Vale salientar que embora a
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colite seja um dos fatores de risco para o desenvolvimento do CCR, menos de

2% de todos os casos estéo relacionados a esta doenca (MUNKHOLM P.; 2003).

1.6 Caracteristicas histolégicas da carcinogénese colorretal

Uma possivel hipétese para o entendimento da tumorigénese intestinal,
incluindo malignidades do intestino delgado e colon, sugere que somente células
tronco possuem longevidade suficiente para acumular mutagdes. Aqui, devemos
considerar que tanto o processo de renovacdo tecidual quanto aquele
tumorigénico dependem da proliferacéo celular (BARKER et al, 2009).

As lesbes preneoplasicas do colon ou criptas aberrantes (CA) foram
inicialmente observadas em 1991 em pacientes diagnosticados com cancer de
cblon (PRETLOW, TP. et al.; 1991). Devido a rapida renovacdo celular em
condicbes normais, era esperado que as criptas aberrantes se replicassem na
mesma taxa ou em menor periodo de tempo (WARGOVICH et al.; 2010). Em
humanos, porém, existem evidéncias conflitantes sobre este aumento replicativo
(RENEHAN et al.; 2002).

O processo de replicacdo de uma CA é similar ao processo das criptas
normais, ou seja, tem inicio no botao da cripta, empurrando as células para cima
e para fora para dar origem a novas criptas colénicas, além de reabastecer as
células na cripta original (FUJIMITSU Y. et al.; 1996). Esse processo de
brotamento e ramificacdo é chamado de fissao criptal (FC). Este evento tem sido
sugerido participar da expansdo de lesdes preneoplasicas colonicas
(MCLELLAN EA et al.; 1991).

Os focos de criptas aberrantes (FCA) estédo caracterizadas como lesdes

preneoplasicas do colon, e foram inicialmente descritas por Bird em 1987 (BIRD,
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RP; 1987). O tamanho e numero de FCAs variam conforme o risco para o
desenvolvimento do carcinoma colorretal (RONCUCCI L. et al.; 2000). Quando
tratados com o carcinégeno azoximetano (AOM), observou-se que as criptas de
camundongos eram maiores, mais espessas e mais escuras do que as glandulas
no epitélio normal (BIRD RP; 1987). Além disso, as CAs tinham um perfil

distorcido e fendas com aberturas luminais (BIRD RP, et al. 1989).

1.7 Modelo experimental de carcinogénese

A exposicao ao carcinbgeno AOM é um modelo experimental que melhor
mimetiza em camundongos 0 processo carcinogénico que ocorre no colon de
humanos. O AOM requer ativagdo metabdlica para formar produtos reativos que
reagem com DNA. O seu metabdlito mais ativo € o metilazoximetanol (MAM),
uma vez que este pode alquilar macromoléculas no célon e no figado por meio
da adicdo de grupamentos metil na posicédo O° ou N’ da guanina (ROSENBERG
D.W., GIARDINA C., TANAKA T. 2009). Caso tais adutos de DNA n&o sejam
removidos por meio da via das metiltransferases (MGMT), ocorrerd um
despareamento de bases nitrogenadas por erros no processo de reparo a
oxidacao do DNA. Se estes eventos promovem altas taxas de morte celular, eles
também induzem a iniciacdo carcinogénica de colondcitos (KONDO N. et al;
2010). Por outro lado, a radiacéo ionizante é considerada um excelente modelo
experimental para inducdo de quebras a dupla fita de DNA (DSB), o que pode

promover senescéncia e autofagia (KIM E., et al., 2016).
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1.8 Carcinogénese colorretal e dano de DNA

Sabe-se que as alteracdes genéticas e epigenéticas em proto-oncogenes,
permitem que as células adquiram uma vantagem de crescimento sobre as
células ao seu redor. Segundo Volgelstein, os tumores evoluem em trés amplas
fases: iniciagdo, promocao e progressao (VOLGELSTEIN, 1996). Na iniciagao,
as células sofrem uma mutacgéo que transforma proto-oncogenes em oncogenes,
ou mesmo a perda de um gene supressor tumoral (BERENBLUN; SHUBIK.,
1948). Assim, células tronco Lgr5 que sofrem mutacéo no gene APC, agem como
células malignas iniciadores de tumores de colon (CLEVERS H., 2014).

Também, as DSBs que ndo sdo reparadas podem interromper
gravemente a replicacdo do DNA em células proliferativas. Isto pode induzir a
apoptose, ou a ativacdo de mecanismos de adaptacdo. Isto permite que
mutacdes se acumulem. No caso de exposicfes consecutivas a carcin6genos
quimicos, o acumulo de muta¢des pode resultar em aberracdes cromossémicas,
0 que induz um ciclo de alteracdes genémicas que resultara na formacdo de
tumores malignos (SHILOH Y, ZIV Y; 2013). A resposta ao dano de DNA é
iniciada através de vias de sinalizacado que facilitam a comunicacdo entre as
proteinas de reconhecimento do dano e a maquinaria de reparo. Tais eventos
bloqueiam a progressao do ciclo celular para que o reparo ocorra antes da
duplicacao celular. Alteracbes na resposta ao dano de DNA facilitam a fase de
iniciagdo carcinogénica e, consequentemente, a ocorréncia da instabilidade
gendmica (LOBRICH M; JEFFO PA; 2007).

De fato, a instabilidade gendmica permite que células mutadas acumulem
novos danos de DNA, o que permite a aquisicdo de novas mutacdes, e uma

maior desdiferenciacdo celular. Aqui, devemos lembrar que a descaracterizacao
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de uma célula a partir de seu fenoétipo original se deve ao fato de mutacdes
gendmicas alterarem fungBes proteicas, o que indubitavelmente alterara
atividades celulares fisiologicas (ARNOLD M. et. al. 2016).

O reparo dos adutos de DNA causados ou por agentes exdgenos ou por
mutagenos enddgenos, é feito pela proteina O8-metilguanina-metiltransferase
(MGMT) (SHARMA,; 2009). O substrato primario de MGMT é O®- metilguanina
(O8-MG), porém, MGMT também é capaz de reparar adutos de maior tamanho,
como os OS-etilguanina (O%-EG) (SHARMA; 2009). A perda da expressdo de
MGMT tem sido relatado diversos tipos de tumores, tais como gliomas, linfomas,
carcinomas de prostata e de mama (BUGNI, J.M.; 2007). O silencimento de sua
expressao génica € causado por metilacdo de seu promotor, fazendo com que
fatores transcricionais n&o consigam se ligar e iniciar a replicacdo génica (DAY
R.S. 1980). Como MGMT protege contra adutos de DNA mutagénicos, parece
plausivel que a perda de expressdo desta proteina seja considerada um
mecanismo pre-tumorigénico (SHEN L.; 2005).

Em células de mamiferos, a ataxia telangiectasia mutada (ATM) é uma
proteina quinase relacionada a via PI-3K, e responsavel pela resposta a eventos
de DSBs. A proteina ATR pode ser ativada por quebras em apenas uma das
duas fitas de DNA, erros no reparo de excisdo de nucleotideos, ou colapso de
forquilhas replicativas que induzam DSBs. Uma vez ativada, ATR fosforila
diversos alvos envolvidos no reparo de DNA por recombinacdo homologa, e
reinicia a forquilha de replicacdo. Através da fosforilagdo de CHK1, ATR inicia a
cascata de checkpoint entre a fase S e G2M do ciclo celular (MIDDLETON, F. K.

et al; 2015).
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Essa proteina também age como sensor secundario de DSB, bem como
reforca a fosforilacdo da histona H2A pertencente a familia X (y-H2AX), ativando
assim a maquinaria de reparo (KURZ et al.; 2004). Assim, células que adquirem
a capacidade de acumular mutacdes por evasao do sistema de reparo,
progredirdo no processo carcinogénico, o que finalmente permitira a
caracteristica de um potencial proliferativo quase ilimitado (LOBRICH M; JEFFO

PA: 2007).
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivos gerais

Este trabalho se propde a investigar o potencial da sintese intestinal de 5-

HT de modular eventos carcinogénicos relacionados ao dano de DNA no

segmento colorretal.

2.2 Objetivos especificos

1

Verificar a agdo da sintese de 5-HT em diferentes modelos experimentais
de carcinoma colorretal;

Avaliar o efeito da sintese de 5-HT no desenvolvimento da carcinogénese
colorretal espontanea induzida pelo carcinbgeno AOM,;

Avaliar o potencial da sintese serotoninérgica sobre os eventos de dano
de DNA,;

Determinar se a sintese de 5-HT modula mecanismos centrais de reparo
génico que estdo envolvidos em diferentes fases da carcinogénese

colorretal espontanea,;
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Animais
3.1.1 Manutencé&o e expansao de coldnias
Todos os experimentos foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(15.1.229.60.8). A linhagem de camundongos Tphl knockout (TphlKO) foi
doada pelo Prof. Dr. Michael Bader (Max-Delbriuck-Centrum fiur Molekulare
Medizin Berlin-Buch, Alemanha); e a linhagem de camundongos transgénicos
Tph1™Villince foi doada pelo Prof. Dr. Gerard Karsenty (Departament of
Genetics and Development at Columbia University Medical center, Nova York).
Colbnias foram estabelecidas e expandidas no Biotério da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP). As salas de cruzamento e
experimentacdo foram mantidas com temperatura ambiente constante e ciclo
noite-dia 12/12h. Os animais seguiram um regime ad libitum que é baseado no
livre acesso ao alimento e agua 24 horas por dia, com consumo médio de 5g de

racao e 6ml de agua por animal adulto.

3.1.2 Preparo e aplicacao do carcin6geno

O preparo do carcinégeno AOM (Sigma-Aldrich, EUA; A5486) foi realizado
em capela com sistema de exaustdo e sua diluicdo feita com soro fisiologico,
sendo que aliquotas (100mg/ml) foram conservadas a -20°C. A solucédo de
aplicacado no camundongo foi preparada imediatamente antes do uso na dose de
10mg/kg (Neufert C. et al. 2007). Este carcinogeno foi aplicado através de uma
injecao intraperitoneal (i.p.) no quadrante abdominal inferior direito. Durante toda
a manipulacéo do AOM, o pesquisador estava equipado com itens de seguranca

obrigatorios (jaleco, mascara e luvas).
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3.1.3 Irradiacdo dos camundongos

Os animais foram irradiados no Hemocentro do Campus de Ribeirdo Preto
da Universidade de S&o Paulo e no Centro de Medicina Nuclear do Instituto de
Radiologia do HCFMUSP. A grade de protecdo contendo &gua e racéo foi
retirada da caixa dos camundongos antes da exposi¢ao a irradiacao ionizantes
(IR) no irradiador RS 2000 (Biological System-Rad Source, EUA). A dosagem a

qgual os animais foram expostos foi de 700cGy.

3.1.4 Eutanéasia

O anestésico utilizado para a eutanasia foi o tribromoetanol (TBE). Este
anestésico foi preparado previamente. Para isso, 5mL de alcool amino terciario
(240486; Sigma-Aldrich, EUA) foi aquecido a 50°C para a dissolu¢cao do TBE
(2,5g; T48402; Sigma-Aldrich, EUA). Em um Becker contendo 200mL de agua
milliQ sob agitacdo (vortex) e a solucao de TBE foi gotejada. O pH foi ajustado
para 7,0 e a solucéo filtrada com o auxilio de um microfiltro de 0,22 pm. As

aliguotas foram conservadas a -20°C.

Para a realizacdo da eutanasia, 0s animais foram pesados
individualmente para que a dose de TBE (250 mg/kg) fosse calculada e aplicada
(i.p.). A responsividade do animal foi testada através da pressao digital na base
da cauda e face plantar das patas traseiras. Quando ndo apresentava mais
reacdo de dor ou fuga, o animal foi fixado a plataforma de eutanasia. Uma incisédo
foi realizada na porcao abdominal para a exposicéo do diafragma. Este foi entéo
rompido, induzindo o colabamento pulmonar, e uma média de 800 + 200uL de
sangue foi retirado do ventriculo esquerdo com uma seringa heparinizada. A

cavidade abdominal foi completamente aberta e o colon dissecado do intestino
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delgado e mesentério. Apdés a retirada do colon, o mesmo foi aberto
longitudinalmente e lavado com solucdo salina para a retirada do conteudo
luminal. O colon foi seccionado em amostras de 1cm cada. As duas primeiras
amostras distais foram fixadas em formol durante 24 horas para andlises
histopatologicas. As outras amostras foram armazenadas em criotubos
devidamente identificados e armazenados em freezer -80°C para andlises de

biologia molecular.

3.2 Processamento de tecido

Logo apds serem coletadas, as amostras destinadas a fins
histopatolégicos, foram fixadas em formol 10% por 24 horas. O formol 10% foi
preparado a partir de 100 mL de formoldeido 37% (REF1.04003.1000; Merck,
Alemanha), 4g de Fosfato de s6dio monobasico (P0662; Merck, Alemanha), 6,59
de Fosfato de sodio dibasico (S0876; Merck, Alemanha) e 900 mL de agua
destilada. Ap6s o periodo de fixacao, foi realizada a desidratacdo do material
para a remoc¢ao da agua dos tecidos. Para isso, as amostras passaram por uma
bateria crescente de alcoois (70%- 80% - 95% - 100% - 100% - 100%;
A108701BJ; Synth, Brasil), no qual permaneceram por 1hora em cada alcool. O
processamento teve continuidade com a etapa de clarificacédo, que foi realizada
com duas trocas de xilol (X100101BJ; Synth, Brasil). A impregnacéo foi realizada
em estufa (EL1.1; Ondontobras, BR) a 60°C, com duas trocas de parafina
(K93708209; Merck, Alemanha), para que todo o xilol fosse removido dos

tecidos.
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3.2.1 Inculsdo em parafina

A inclusdo das amostras processadas foi realizada com o auxilio de uma
placa aquecedora (BH-14; O Patologista, BR) a 55°C para efetuar a incluséo do
material. Uma placa refrigerada foi utilizada para resfriar os moldes com as
amostras ja incluidas. O molde de aluminio foi preenchido com parafina liquida.
Com o auxilio de uma pinca, a amostra foi retirada do cassete e colocada no
molde. A base do cassete identificado foi colocada sobre o molde de maneira
que a parafina entrasse em contato com o cassete. Uma placa resfriada foi
utilizada para solidificar a parafina. Quando a parafina estava solidificada, o bloco

foi retirado do molde e levado a microtomia.

3.3 Experimentos

3.3.1 Experimento |

Um milh&o de células de um adenocarcinoma de c6lon de camundongo
(MC-38) foram implantadas no subcutdneo de camundongos TphlWT e
TphlKO. O desenvolvimento dos tumores foi avaliado apdés 16 dias da
implantacdo. Os tumores foram pesados. O numero de animais utilizados foi de

8.

3.3.2 Experimento Il

Para investigacdo do papel da serotonina na carcinogénese colorretal
associado a colite, nos utilizamos o modelo experimental do Dextran sulfato de
sédio (DSS; 42867; MERCK; Alemanha). Assim, animais Tph1lWT e TphlKO
receberam uma dose do carcinégeno AOM (10mg/kg) na primeira semana de
experimento. O DSS foi preparado na concentracdo de 2,5% em &gua

autoclavada e armazenada em frascos ambar. A solugéo foi administrada aos
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animais por trés dias consecutivos (cerca de 5mL/ camundongo/ dia). No quarto
dia de experimento, a solugéo de DSS foi trocada por uma nova e mantida por
mais dois dias. O mesmo procedimento foi realizado no sexto dia de
experimento. No oitavo dia, 0os animais encerraram o primeiro ciclo de DSS e
receberam agua autoclavada por duas semanas. No total, os animais receberam
trés ciclos de DSS e foram eutanasiados para avaliacdo do desenvolvimento

tumoral. Vinte camundongos foram utilizados neste experimento.

3.3.3 Experimento Il

Para investigar o papel da 5-HT no desenvolvimento de tumores
colorretais relacionados ao dano de DNA, 27 camundongos TphlWT (n= 16) e
TphlKO (n= 11) foram expostos a 6 doses de AOM e eutanasiados apés 18

semana da ultima exposicao carcinogénica.

3.3.4 Experimento IV

Camundongos Tphl WT (n=8) e Tph1l KO (n=8) receberam 6 aplicacbes
semanais do carcinébgeno AOM (10mg/kg/semana) e foram eutanasiados apos
6 semanas da ultima aplicacdo de carcindbgeno para avaliacdo de lesbes

preneoplasicas.

3.3.5 Experimento V

Camundongos TphlWT (n= 6) e Tph1KO (n= 6) foram expostos ou ndo a
uma dose letal de radiacdo nao ionizante — raios X (700cGy) e eutanasiados

apos 72 horas para avaliar o mecanismo de dano de DNA provocado.
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3.3.6 Experimento VI

Camundongos TphlKO receberam ou ndo 3 doses de 5-HTP (n=10) e
foram expostos a 700cGy de raios X, sendo eutanasiados 72 horas apos a

exposicao.

3.3.7 Experimento VII

Camundongos Tph1™*Fx e Tph1FVilin-cre foram expostos a 700cGy de
radiagdo nédo ionizante e foram eutanasiados 4 horas ap0s a exposi¢cao. Foram

utilizados o total de 10 animais para este experimento.

3.3.8 Experimento VI

Camundongos Tphl WT e Tphl KO receberam 1 aplicacdo de AOM
(10mg/kg) e foram eutanasiados 72 horas ou 1 semana ap0s a exposi¢do
carcinogénica. Também foram incluidos na analise, o grupo controle, no qual foi
administrado somente solucao salina. Ao todo, foram utilizados 35 animais para

o desenvolvimento deste experimento.

3.3.9 Experimento IX

Camundongos TphlWT receberam ou ndo uma Unica aplicacdo
intraperitoneal do carcinbgeno AOM (10mg/kg/semana). Intervencdes

farmacoldgicas para a inibicdo da sintese de 5-HT foram realizadas com 4-cloro-
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DL-fenilalanina (PCPA,; inibidor de Tph1; 500mg/kg SIGMA ALDRICH C3635). O

desenho experimental esta descrito na tabela abaixo:

Tabela 1: Desenho experimental IX

Grupos Descricao Eutanésia N° animais/grupo
1 3 doses PCPA - AOM 72 horas 7
2 AOM - 3 doses PCPA 24 horas 5
3 AOM + PCPA 3 doses 72 horas 6
4 AOM 72 horas 5
5 3 doses PCPA 24 horas 6
6 Salina 72 horas 6

3.3.10 Experimento X

Camundongos Tph1lKO receberam ou ndo (n=12), reposicdo exdgena de
serotonina (Sigma 0,33mg/kg) durante 72 horas e ap0s este periodo, receberam

uma aplicacdo de carcindgeno, sendo eutanasiados 72 horas ap4s 0 mesmo.
3.3.11 Experimento Xl

Camundongos transgénicos Tphl1™fx (n= 6) e Tph1Mvilin-cre (n= 6) foram
utilizados para restringir a delecao génica de Tph1l aos intestinos. Camundongos
receberam uma Unica aplicacdo de carcinégeno (10mg/kg), sendo eutanasiados

72 horas apés a exposicao.
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3.3.12 Experimento XIlI

Camundongos Tphl WT (n=8) e Tphl KO (n=8) receberam 6 aplicacbes
semanais do carcinbgeno AOM (10mg/kg/semana) e foram eutanasiados 72

horas ap0s a ultima aplicacao.
3.4 Imunohistoquimica (IHC-P)

Laminas de microscopia com amostras seccionadas a 4um (RM2125
RTS; Leica, DE) foram marcadas com o anticorpo primario anti-yH2Ax (ab81299;
Abcam, EUA) de acordo com as instru¢coes do fabricante. Brevemente, as
amostras foram desparafinizadas overnight em wuma estufa (60°C).
Posteriormente, as laminas passaram por duas incubages com xilol para retirar
a parafina residual e por uma bateria decrescente de alcoois (100%- 100%- 95%
- 70%) para hidratarem. Amostras foram submetidas a recuperacdo antigénica
em tampéo citrato (2,101g de Acido citrico [C7129; Merck; Alemanha]/ litro
pH=6,0) durante 30 minutos em panela de pressdo. Em seguida, as amostras
foram incubadas por 15 minutos com uma solucdo de H202 3% (Merck,
Alemanha) para o blogueio da peroxidase enddégena. Outro bloqueio com 3% de
albumina de soro bovino (BSA — Sigma, EUA) foi realizado durante 30 minutos.
As amostras foram entdo incubadas com o anticorpo primario durante 16 horas
a 4°C. A reacdo foi revelada pelo Picture™-MAX Polymer Detection Kit (Thermo
Fisher; EUA), conforme indicado nas instrugbes do fabricante. Finalmente, as
laminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris (Merck; Alemanha),
desidratadas em bateria crescente de alcoois e xilol. indice de dano de DNA foi
determinado como o numero de células positivas pelas negativas para y-H2Ax

por cripta.
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3.5 Andlises genéticas

3.5.1 Extracdo de DNA de amostras auriculares

Amostras auriculares (x 30mg) foram digeridas em 10 pL de proteinase K
(Sigma-Aldrich, EUA) e 500 pL de solucéo de lise (SNET 20mM Tris-HCI, 5mM
EDTA, 400mM NaCl e 1% SDS) por 90 minutos a 56°C sob agitacdo de 1000
rpm (Thermomixer C; Eppendorf; Alemanha). Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos (23°C; 12.000 rpm) para a precipitagdo dos restos
celulares. O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo. A
precipitacdo do DNA foi feita com 700 puL de 2-Propanol (Merck, EUA) e, em
seguida, centrifugado (30 minutos a 23°C, 12.000rpm). O pellet de DNA foi
lavado em alcool 70% (500 pL), e centrifugado por 5 minutos (4°C; 12.000rpm).
/O sobrenadante foi descartado e o DNA foi desidratado por 5 minutos sob vacuo
(Speedvac Concentrator 5301, Eppendorf, Alemanha), e ressuspendido em 50
uL de agua livre de nuclease (10977023; UltraPure Distilled Water — Thermo

Fisher; EUA).

3.5.2 Quantificacdo do DNA por NanoDrop

A quantificagdo das amostras de DNA e RNA foram quantificadas em um
espectrofotometro (NanoDrop). Este aparelho mede a absorbancia a 260nm, que
corresponde ao pico de absorcéo de UVs do DNA; a 280nm que corresponde ao
pico de absorcdo de UVs de proteinas; e a 230nm, que corresponde ao pico de
absorcdo de UVs de contaminantes organicos. A pureza das amostras foi
verificada pelas razbes da absorbancia 260/280 e 260/230, indicando a

guantidade de proteinas ou solventes organicos presentes na amostra.



42

3.5.3 PCR convencional

A metodologia basica para as reacfes em cadeia da polimerase (PCR)
consiste na replicacdo in vitro de moléculas de DNA. Para isto utilizou-se
amostras de DNA, dNTPs (desoxirribonucleotideos trifosfatos — SIGMA
ALDRICH), primers (Forward [F] e Reverse [R]), e uma enzima Tag-polimerase
em uma solugdo tampéo (JUMP START P0982, Merck, Alemanha). Toda esta
mistura foi colocada em um termociclador, onde esses primers flaquearam as
regides de interesse do DNA, sendo apenas estas amplificada. As PCRs foram

realizadas em um Termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf, DE).

3.5.3.1 Genotipagem Tphl

A genotipagem de animais TphlKO ou TphlWT foi realizada com 3
oligonucleotideos iniciadores (primes) em uma Unica reacgdo. Isto € possivel
porque o primer R (GTPH3) apresenta complementaridade tanto para a
sequéncia alvo do gene KO (Neo52, 303bp) quanto para a do gene WT (GTPHS5,

570bp).

Tabela 2 a: Desenho dos primers Tphl e parametros de ciclagem.

PRIMER SEQUENCIA
GTPH5 5-GCTTGCAGGAGTTGGTTCTC
GTPH3 5-CAGCTCTGTGATGGACGGTA
NEO52 5-CGTTGGCTACCCGTGATATT
Temperatura Ciclagem Tempo
95°C 5 minutos
35 ciclos
95°C 30 segundos
55°C 30 segundos

72°C 30 segundos
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Tabela 2 b: Desenho dos primers Tphl e parametros de ciclagem.

Término da reacgao

72°C 5 minutos

4° C Forever

3.5.3.2 Genotipagem Tph1l FIx-Villin cre

Os camundongos Tphl FLX/FLX apresentam o gene Tphl flanqueada por
cassestes de protecdo que séo desativados, o que induz a inativacado de Tphl
na presenca do mecanismo genético Cre. Vale salientar que a atividade de Cre
sempre estd presente em hemizigose. Considerando que o gene Villin é
unicamente expresso por células intestinais, todo este mecanismo de delecdo
de Tphl se restringe ao intestino. Assim, reacdes de PCR convencional sé&o

realizadas para ambos os marcadores, confirmando o genétipo.

Tabela 3a: Desenho dos primers e ciclagem para PCR Tphl FLX e Villin-cre

PRIMER SEQUENCIA
Tphl FLOXF GGATCCTAACCGAGTGTTCC
Tphl FLOX R GCACACCACCAACTCTTTCC
Tph1 delta CCTTGGAAGGTTTTGTATCACC
VIL CRE 5 CAAGCCTGGCTCGACGGCC
VIL CRE 3

CGCGAACATCTTCAGGTTCT
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Tabela 3b: Desenho dos primers e ciclagem para PCR Tphl FLX e Villin-cre

Tphl fIx flx Tphl fIx-villin cre
Temperatura Tempo Temperatura Tempo
94°C 2 minutos 94°C 3 minutos
30 ciclos 35 ciclos
94°C 45 segundos 94°C 30 segundos
60°C 45 segundos 60°C 30 segundos
72°C 1 minuto 720C 30 segundos

Termino da reagdo Término da reacéo

3.5.3.3 Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1,5% (2,259 de agarose —
Invitrogen, EUA) + 150ml de Tris-Acetato-EDTA — TAE). Os produtos da reacao
de PCR foram preparados para andlise adicionando-se 3ul de gel red (1:500
Merck; Alemanha), 3ul de loading buffer (Thermo Fisher, EUA) e 10ul da
amostra. Um marcador de peso moléculas de 100bp DNA Ladder (Thermo
Fisher, EUA) foi utilizado como padrdo de tamanho dos amplicons. As amostras
foram aplicadas no gel submerso em tampdo TAE em uma cuba de eletroforese.
A eletroforese foi realizada por 60 minutos em tenséo de 90V. A visualizacéo do
gel foi realizada sob o sistema de foto-documentagdo ChemiDoc (BIO-RAD,

EUA).

3.6 Reverse transcription PCR (RT-PCR)

Para a extragdo de DNA e RNA o Mini Kit AllPrep DNA/RNA (Ref. 80204;

QIAGEN, EUA) foi utilizado segundo o protocolo do fabricante. A lise das
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amostras foi realizada com o auxilio de um homogeneizador mecanico (3 ciclos
de 10 segundos com intervalos de 3 segundos entre eles) em Buffer RLT Plux +
B-mercaptoetanol a 4°C. A sintese de cDNA (DNA complementar) foi realizada
com o kit SuperScript® Il Reverse Transcriptase (Thermo Fisher, EUA) de
acordo as instru¢des do fabricante. As amostras sdo armazenadas a -20°C.
Esta técnica é uma variacdo da técnica de PCR convencional que
permite o monitoramento da PCR em tempo real (QPCR). Isso possibilita a
quantificacdo do numero de copias do alvo génico ao término de cada ciclo. O

sistema de sonda TagMan foi utilizado.

Tabela 4 a: Sondas TagMan usadas neste trabalho.

Sonda Cadigo
GAPDH Mm99999915
Ki67 MmO01278617
ATM MmO01177457
ATR MmO01223626
B-catenina MmO00483039
Cdc25c MmO00486880
Chk1 MmO01176757

Chk2 MmO0044844
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Tabela 4b: Sondas TagMan usadas neste trabalho

Sonda Caodigo
Tp53 Mm01731290
Ciclina B MmO03053893

3.7 Western blotting (WB)

A extracao de proteinas foi realizada com 30mg de amostra congelada em
tampéo de lise RIPA (Sigma R0278), 60uL de inibidor de fosfatase (Sigma
P0044) e 15uL de inibidor de protease (Sigma P2714). A quantificacdo das
proteinas extraidas foi realizada com kit BCA (Pierce 23225) e comparadas com
uma curva padrdo de BSA. Para a eletroforese, foram utilizados géis de
poliacrilamida 10%. Uma solucdo de Laemmli + 2-Bmercaptoetanol (10uL) foi
adicionada a 30ug de proteinas e desnaturadas durante 5 minutos a 98°C. Apos
a eletroforese, as proteinas foram transferidas do gel de poliacrilamida para uma
membrana de PVDF por meio do sistema sanduiche com tampéao bicarbonato
(0,849 de Bicarbonato de sédio e 0,318g de carbonato de sddio). Uma etapa de
bloqueio foi realizada com uma solucdo de BSA 5% para evitar que ligacdes
proteicas inespecificas ocorressem. Os anticorpos primarios utilizados foram
YH2AX (ab81299 — 1:5000), Lgr5 (ab75850 — 1:5000) e GAPDH (ab181602
1:10000). Todos os anticorpos primarios foram ligados com seus respectivos

secundarios, para posterior revelagcdo com ECL (enzima-substrato).
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3.8 Anélise de DNA metilado

3.8.1 Conversao de Bissulfito

A conversdo do DNA por bissulfito foi realizada com o kit (ThermoFisher,
EUA). Para isso, 100ng de gDNA foi adicionado a 150uL do reagente de
conversao (fornecido pelo fabricante). As reacfes foram feitas em termociclador

(Eppendorf, Alemanha) na seguinte ciclagem:

Tabela 5: Reacéo de conversao de bissulfito

Temperatura Tempo
65°C 30 minutos
95°C 1,5 minutos
65°C 30 minutos
95°C 1,5 minutos
65°C 30 minutos
4°C Por até 4 horas

A etapa de dessulfonacdo e eluicdo foi realizada de acordo com as
instrucdes do fabricante. As amostras foram quantificadas e aliquotadas para

50ng/uL para anélise de metilagdo por gPCR.

3.8.2 gPCR

O DNA convertido (100ng) foi adicionado ao SYBR green (Power SYBR™

Green PCR Master Mix; #4367659; ThermoFisher Scientific, EUA) e aos primers
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com a sequéncia para MGMT modificado metilado e nao metilado (Tabela 6). As
reacoes foram realizadas no Eppendorf Mastercycler® RealPlex2 system
(Eppendorf, Alemanha). Os valores de CT adquiridos das reacdes modificadas

metiladas e ndo metiladas foram calculadas usando o0 método 2-AACT,

Tabela 6: Desenho dos primers MGMT modificado metilado e ndo metilado

Primer Sequéncia

MGMT modificado ndo metilado F TTTGGTAGTTTTTAGAGTTATGTTTTGTGT

MGMT modificado ndo metilado R CCACAAACACATACACAAAATAAAAACAAAA

MGMT modificado metilado F GGTAGTTTTTAGAGTTACGTTTCGCGT

MGMT modificado metilado R CAAACGCGTACACGAAATAAAAACGAAA

3.9 Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas com o software GraphPad Prism 5.0
(Graph Pad Software Inc., San Diego, Califérinia, EUA). O teste de Mann
Whitney foi aplicado para analisar experimentos com dois grupos distintos. A
one-way ANOVA (pés-teste de Kruskal-Wallis) foi utilizada para analisar
experimentos com mais de dois grupos. A two-way ANOVA (pds-teste de
Bonferroni) foi aplicada para analisar diferentes parametro categoéricos
independentes em uma variavel dependente. A probabilidade de p<0,05 foi
considerada estatisticamente significante. Todos os dados sao apresentados

com média * desvio padréao (STD).
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4. RESULTADOS
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4.1 Serotonina altera o desenvolvimento de diferentes modelos de

tumores colorretais

Para verificar se a reducdo do nivel de serotonina altera o
desenvolvimento de tumores colorretais, nos utilizamos diferentes modelos
experimentais. Primeiramente, nds induzimos a formagdo de tumores
subcutaneos com células carcinogénicas de célon (MC-38) em animais Tph1WT
e animais TphlKO. Desta forma, pudemos observar que os animais que
possuiam serotonina desenvolveram tumores maiores, indicando uma a¢éo da

serotonina sobre o desenvolvimento de tumores alograficos (Figura 1).

Tph1

Figura 1 Efeitos da sintese de serotonina
nos tumores colorretais |. Avaliagéo
macroscopica dos tumores apés 16 dias
da injecdo subcutanea de células MC-38

4501 & em animais TphlWT e TphlKO (n=8;
5 . p=0,028). Teste estatistico utilizado foi
100 Mann Whitney.

's 50 1

[}

o

Desde que a sintese de 5-HT tem sido relatada como promotora do
processo de colite (KIM J. et al.,, 2013), que é um fator de risco para o
desenvolvimento do CCR (MUNKHOLM P.; 2003), nés investigamos se a
reducdo dos niveis de 5-HT alteraria a incidéncia de tumores colorretais
associados a colite. Os animais Tph1KO apresentaram uma quantidade reduzida

de tumores em comparagéo aos animais controle (Figura 2).
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Figura 2 Efeitos da sintese de serotonina nos tumores colorretais Il. (a)
Avaliacdo macroscopica dos tumores relacionados a colite nos animais Tph1WT
e Tph1KO (n=20; p=0,003). (b) Analise de proliferacao celular (Ki67) dos tumores
demonstram que houve uma reducdo do indice proliferativo nos animais
TphlKO. O teste estatistico utilizado foi Mann Whitney.

4.2 Efeitos da serotonina no desenvolvimento de tumores colorretais

relacionados ao dano de DNA

Quando nds avaliamos o desenvolvimento tumoral relacionado ao dano
de DNA, os animais Tph1KO apresentaram maior multiplicidade tumoral (Figura
3).

Também observamos que o0s tumores desenvolvidos nos animais
Tph1KO n&o apresentaram uma diferenca significativa na fosforilagao da histona
H2AX (v-H2AX; biomarcador de dano de DNA) e da ataxia telangiectasia mutada
(pPATM) (Figura 4a), embora tenha ocorrido uma menor expressdo de ataxia

telangiectasia relacionada a Rad3 fosforilada (pATR) (Figura 4b)
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Figura 3: Perda de Tphl promove o desenvolvimento de tumores colorretais
associados ao dano de DNA. (a,b) Camundongos Tph1KO desenvolveram mais
tumores em comparacdo com os animais Tphl WT apds 18 semanas das 6
exposicdes carcinogénicas (10mg/kg/semana) (n=27; p=0,012). O teste
estatistico utilizado foi o Mann Whitney.

ipAtr
EAN

Figura 4: Tumores de animais Tph1KO possuem reducéo de pATR. (a) Imagens
representativas de cortes histolégicos de célon IHC-P para anticorpos anti-v-
H2AX e anti-pATM (100x). (b): Imagens representativas de IHC-P para o
anticorpo anti-pATR (ab178407) (100x). Os animais TphlKO tiveram uma
diminuicdo no numero de células positivas para pATR (n=15; p=0,0012). Escala
de bars = 20um. Teste estatistico utilizado foi o0 Mann Whitney.
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4.3 A serotonina altera o desenvolvimento de lesbes preneoplasicas

A formacao de focos de criptas aberrantes foi observada 6 semanas ap6s
a ultima exposicéo ao carcinégeno AOM. Ao se comparar a quantidade de lesdes
preneoplasicas formadas, os camundongos Tphl KO apresentaram uma maior
quantidade de lesbes quando comparados ao grupo TphlWT (Figura 5a). Para
um melhor entendimento dessa diferenca, nés buscamos avaliar a intensidade
de dano de DNA presente no nicho epitelial de células tronco. Isto demonstrou
que 0s animais que possuiam uma deficiéncia na sintese de 5-HT sofreram um

dano de DNA mais intenso (Figura 5b).
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Figura 5: A sintese de 5-HT modula os eventos antecedentes da carcinogénese
colorretal e reparo do dano de DNA. (a): Grafico demonstrando o aumento do
desenvolvimento de lesdes preneoplasicas nos animais TphlKO (n=16;
p=0,0009). (b): Imagem representativa de IHC-P para o anticorpo YH2AX. As
linhas vermelhas delimitam o nicho de células tronco analisado (n=16;
p=0,0003). O teste estatistico utilizado foi 0 Mann Whitney.

Visto que a deficiéncia na sintese de 5-HT facilitou a ocorréncia de danos
carcinogénicos ao DNA, nds avaliamos a ativagdo do sistema de reparo. Esta
analise revelou que os animais Tph1KO apresentaram uma significativa reducéo

na expressao génica de Atr, Chkl e Trp53. Por outro lado, ndo houve alteracdes

para Atm, Chk2 e Cdc25c (Figura 6).
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Figura 6: A sintese de 5-HT modula os eventos antecedentes da carcinogénese
colorretal e reparo do dano de DNA. Animais TphlKO n&o apresentaram
alteracdo na expressdo génica de Atm (MmO01177457), Chk2 (Mm00443844),
Cdc25c (Mm00486880), enquanto Atr (Mm01223626) (n=12; p=0,0087), Chk1
(Mm01176757) (n-12; p=0,0079), e Trp53 (MmMO01731290) (n=12; p=0079)
apresentaram expressao génica reduzida. O teste estatistico utilizado foi o Mann
Whitney.

4.4 A sintese de 5-HT modula a intensidade do dano de DNA no c6lon

intestinal

Uma que a delecdo génica da enzima controladora da sintese de 5-HT
aumentou o dano de DNA no nicho de células tronco colbnicas apos 6
exposi¢cdes carcinogénicas consecutivas, procuramos entender se tais danos
poderiam ocorrer desde a 1° aplicagcdo de AOM. Ao compararmos a intensidade
de dano ao DNA entre camundongos TphlKO e TphlWT ap0s uma unica
exposicao ao AOM, detectamos um aumento desses eventos 72 horas apos a

inducao carcinogénica (Figura 7).
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Figura 7: A sintese de serotonina modula os eventos de dano de DNA
antecedentes a carcinogénese colbnica. Imagens representativas de IHC para
YH2AX em cortes histolégicos de coélon de animais Tphl WT e KO. As
micrografias [40x] demonstram células positivas para o anticorpo yH2AX em
IHC-P 72 horas e 1 semana apds a exposi¢cao ao AOM. O grafico demonstra o
indice de dano de DNA de animais WT e KO expostos a uma dose de AOM
(n=35; p<0,0001). O teste estatistico de Mann Whitney foi aplicado.

Em seguida, procuramos entender se este dano ao DNA ocorreria em
maior intensidade caso a sintese de 5-HT fosse inibida antes, durante, ou apés
a exposicdo ao AOM. Inibindo a sintese de 5-HT antes da exposi¢édo
carcinogénica, o dano ao DNA ocorreu em maior intensidade (Figura 8). Isso
demonstra que a sintese de 5-HT protege as células intestinais de potencias

indutores de dano gendmico.
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Figura 8: A sintese de 5-HT protege o célon do dano de DNA induzido pelo
carcindégeno. Analise de WB para yH2AX (15kDa) nos grupos controle (CT),
controle do farmaco (PCPA), controle do carcinogeno (AOM), PCPA
concomitante ao AOM (AOM+PCPA), PCPA antecedente ao AOM (PCPA-AOM)
e posteriormente ao AOM (AOM-PCPA), respectivamente. O controle
constitutivo enddgeno utilizado foi 0o GAPDH. Os graficos mostram que inibindo
a sintese de 5-HT antes da indugdo carcinogénica h4 um aumento no dano de
DNA no cdlon (n=37; AOM e AOM-PCPA vs PCPA-AOM, p<0,01). O teste
estatistico One-way ANOVA com pos teste Kruskal-Wallis foi aplicado.
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Entdo, investigamos se a reposi¢ao exdgena de 5-HT poderia ter um papel
protetor contra o dano de DNA. Isto revelou que a reposicdo de 5-HT por si sé
ndo protege contra a inducdo de dano ao DNA pelo carcinégeno AOM (Figura
9).

a Tph1KO Tph1KO+5-HT
y-H2AX y-H2AX
15 kDa -« . WSl v | |15 kDa [T——

37 kDa =semmssammmtinas. [ (37 KDg “ee——

GADPH GAPDH

i

v-H2AX/GAPDH

@)
X

5-HT

Tph1
Figura 9: A reposi¢cdo com serotonina exdgena ndo possui papel de protecao ao
dano de DNA. (a): Andlise de WB para yH2AX (15kDa) nos grupos Tphl WT e
Tph1KO. O controle constitutivo endégeno utilizado foi o GAPDH (37kDa). (b):

Gréfico demonstrando a diferenca da taxa de dano de DNA entre o grupo
controle e o tratado. O teste estatistico de Mann Whitney foi aplicado (n=12).

Para se validar a acdo protetora da sintese de 5-HT contra o dano
gendmico, restringimos a delecdo de Tphl para o seguimento intestinal em
animais transgénicos. Animais Tphilf/VilinCre  gpresentaram uma maior
intensidade de dano ao DNA que seus controles (Figura 10). Isto reforca a ideia
de que a sintese de 5-HT é um elemento de protecéo contra o dano de DNA em

células intestinais.
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Figura 10: Serotonina coldnica fornece protecédo ao dano de DNA causado pelo
AOM. (a): Andlise de WB para yH2AX (15kDa) os animais Tph1"f e Tph1/fvilin-
Cre_ O controle constitutivo endégeno utilizado foi o GAPDH (37kDa). (b): Gréfico
demonstrando a diferenga de dano de DNA entre o grupo controle e o grupo com
restricdo intestinal da delecao de 5-HT. O teste estatistico de Mann Whitney foi
aplicado (n=12; p<0,05).

4.5 Efeitos da sintese de 5-HT sobre mecanismos de reparo ao dano de

DNA induzida por irradiacéo

Buscando esclarecer um possivel controle da atividade serotoninérgica
sobre mecanismos de reparo ao DNA, animais Tphl WT e Tphl KO foram
expostos a IR (700 cGy) e eutanasiados apés 72 horas. Mais uma vez 0s animais
Tph1lKO apresentaram um dano de DNA mais intenso no nicho de células tronco
do que seu grupo controle (Figura 11A). Também, a dele¢&o genética da sintese
de 5-HT reduziu a expressdo de ATR (Figura 11B). Estes achados foram
validados através da reativacdo da sintese de 5-HT com 5-HTP. Esta reativacao

da sintese de 5-HT reduziu significativamente o dano de DNA no nicho de células
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tronco (Figura 11C). Com relacdo a ativacdo do sistema de reparo ao dano de
DNA, n6s pudemos observar que 0S animais com resgate endogeno
apresentaram um aumento significativo na expressao génica de Atm, Atr, e
Trp53 (Figura 11D, e F). Nao houve diferenca na expressédo de Chkl e Chk2
(Figura 11E).

De acordo com resultados prévios que demonstram que a radiacédo
ionizante reduz a populacéo de células neuroenddcrinas (Ropenga et al., 2004),
nés encontramos que o resgate enddgeno da sintese de serotonina aumentou o
namero de células positivas para cromogranina A (CgA) nos animais Tph1KO
(Figura 11G). Também observamos que ndo houve diferenga na quantidade de
células positivas para Lgr5 dentro do nicho de células tronco (Figura 11H). Isto
parece sugerir que a sintese de 5-HT modula o dano de DNA e reparo no nicho
de células tronco colbnicas, o que poderia alterar a populacdo de células

neuroenddcrinas e o desenvolvimento da carcinogénese colorretal.
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Figura 11: A sintese de 5-HT protege o c6lon contra o dano de DNA induzido
por radiacdo ionizante. (a): Imagem representativa de IHC-P por YH2AX
(ab81299) em animais Tph1WT e Tph1KO irradiados. A linha vermelha tracejada
indica o nicho de células tronco). Grafico demonstrando que animais Tph1lKO
apresentaram menores indices de dano de DNA (n=11; p=0,0043). (b): O
silenciamento genético da sintese de 5-HT néo alterou a expressao génica de
ATM (p>0,05), mas diminuiu a expressao génica de ATR (n=12; p=0,0043). (c):O
resgate endogeno da sintese de 5-HT reduziu o dano de DNA (n=10; p=0,0119).
(d) a (f): Ativando a sintese de serotonina com tratamento de 5-HTP ocorreu um
aumento nos niveis de ATM (n=10; p=0,0317), ATR (n=10; p=0,0286) e Trp53
(n=10; p=0,0317) respectivamente. (g): Imagens representativas de IHC-P para
CgA). Os animais Tph1KO apresentaram uma reducdo na populacéo de células
neuroenddcrinas (n=10; p=0,0043). (h): Imagens representativas de IHC-P para
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Lgr5. Ndo houve diferenca de populacdo de células Lgr5 entre os grupos
analisados (n=10; p>0,05). O teste estatistico de Mann Whitney foi aplicado.

Para esclarecer qual seria o alvo priméario de modulacdo da sintese de
5-HT durante o dano de DNA, nés avaliamos camundongos transgénicos que
haviam sido expostos a irradiacdo apds um periodo de quatro horas. Isso revelou
gue a expressao génica de Atr e ciclina B foi significativamente reduzida na
auséncia da sintese de 5-HT (Figura 12C, D), o que nao ocorreu com Trp53 e

Atm (Figura 12A e B).
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Figura 12 A: Expressao génica de Tp53 (Mm01731290) nos animais Tphl FLX-
FLX e Tphl FLX-Villin cre. Ndo houve diferenca estatisticas entre os grupos
analisados. B: Expressdo génica de ATM (MmQ01177457) entre oS grupos.
Também néo houve diferenca estatistica entre os grupos. C: Expressao génica
de ATR (Mm01223626) revela que a restricAo de serotonina prejudica a
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sinalizacdo de Atr. D: Expressao génica de Ciclina B (Mm03053893) estava
reduzida nos animais com perda de Tphl no intestino. O teste de Mann Whitney
foi aplicado para analise dos dados.
4.6 Efeito do AOM sob o dano de DNA no c6lon intestinal

Partindo do pressuposto de que a sintese de 5-HT tem um papel
importante nos mecanismos de reparo de DNA durante o desenvolvimento dos
tumores de colon apds inducédo carcinogénica com AOM, nds analisamos a
intensidade de dano de DNA 72 horas apoés a ultima exposi¢cdo ao AOM. Isto
demonstrou que, os animais Tph1lKO apresentaram maior intensidade de dano
ao DNA (Figura 13A). Visto que esses eventos antecedem o desenvolvimento
de lesBes preneoplasicas, nés novamente avaliamos o sistema de reparo
através da ativacdo de Atm e Atr. Surpreendentemente, ndo houve alteracdo
significativa nos genes analisados (Figura 13B).

Entdo, avaliamos a expressao génica de Mgmt, uma vez ser um
biomarcador responsavel pela retirada dos adutos de DNA induzidos pelo AOM
(SHARMA S., 2009). Os animais Tphl KO apresentaram uma menor expressao
génica de Mgmt (Figura 13C). Entao, realizamos a analise da metilacédo das ilhas
CpG deste gene. A delecédo da sintese de 5-HT promoveu a metilacédo da regido
promotora de Mgmt apos a exposi¢cao carcinogénica (Figura 13C).

Entdo, verificamos a ocorréncia de dano de DNA no botéo criptal. Isto
demonstrou que animais com deficiéncia na sintese de 5-HT sofreram um maior
dano de DNA no nicho de células tronco (Figura 13D). Também, esta deficiéncia
de 5-HT promoveu um aumento no numero de fissées criptais (Figura 13E). Isto
nos levou a considerar a hipétese de que aumento na fissdo criptal estaria
relacionado a altera¢des na populacao de células tronco no botéo da cripta (JIN

et al.,, 2017). Embora ndo tenha ocorrido uma diferenga significativa na
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expressdo da proteina Lgr5 entre os grupos analisados, foi possivel observar
gue o botao criptal nos animais Tph1KO apresentava um aumento de tamanho,
fenbmeno conhecido como brotamento criptal (Figura 13F). Além disto,
observou-se que os animais Tph1KO apresentaram uma reducéo na populacdo
de células neuroenddcrinas CgA (Figura 13G, H). As células globulares (CG)
sdo, também, derivadas da diferenciacdo de células tronco Lgr5. De acordo com
as andlises histoldgicas, os animais Tph1KO apresentaram um aumento nessa
populacdo de células CG apds as 6 exposi¢cdes carcinogénicas (Figura 13l).
Nossos resultados sugerem a ideia de que a sintese de 5-HT pode ter um efeito
protetor no nicho de células tronco durante as etapas iniciais da carcinogénese

colorretal.
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Figura 13: A sintese de 5-HT protege o célon dos eventos iniciais da
car6cinogénese. (a) Imagens representativas da expressao proteica de YH2AX
(15kDa) e GAPDH (37kDa) que revelam que o dano de DNA estava aumentado
nos animais Tph1lKO (n=12, p=0,041). (b): Expresséo génica de Atm e Atr em
animais TphlWT e Tph1KO. (c): Animais Tph1lKO apresentaram um aumento
na metilacdo nas regidées CpG de Mgmt (n=12; p=0,0022), mas reducdo nos
niveis de Mgmt (=12; p=0,0043), AlkB1 (n=12; p=0,0022) e Trp53 (n=12;
p=0,0152). (d): Imagens representativas de IHC-P para yH2AX em animais
TphlWT e Tph1KO. O grafico demonstra que os animais Tph1KO apresentaram
indice de dano de DNA aumentado no potdo criptal (n=16; p=0,0006). (e):
Imagens representativas da fissdo criptal (seta vermelha indica um estégio
antecedente da fisséo criptal, enquanto a seta marrom indica o evento posterior).
Os animais Tph1lKO desenvolveram mais fissdo criptal apds a exposicdo ao
carcindogeno (n=16; p=0,0038). (f): Imagens representativas da expressao
proteica de Lgr5 (100kDa) e Gapdh (37kDa). Imagens representativas de IHC-P
para Lgr5 (ab75732). As setas indicam um aumento da base da cripta com
brotamento. As linhas vermelhas delimitam o nicho de células tronco. Nao houve
diferenca de marcacdo entre os grupos analisados (n=16; p>0,05).
(g,h):Imagens representativas de IHC-P para CgA (g) e SYP (h). Animais
Tph1lKO apresentaram uma reducdo da populacédo de células neuroenddécrinas
(n=16; p<0,001). (i): Imagens representativas de células globulares coradas com
azul de toluidina. A perda de Tphl aumentou a populacdo de CG (n=16;
p=0,0006). O teste de Mann Whitney foi aplicado para a andlise dos dados.
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5. DISCUSSAO
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5.1 Acdo da sintese de 5-HT sobre o dano e DNA

Previamente ja se demonstrou que a 5-HT promove o desenvolvimento
de tumores coldnicos através de seus receptores (TUTTON P.J.; BARKLA D.H.,
1978; NOCITO A. et al., 2008; SUI H. 2015). Entretanto, existem poucos dados
sobre como a sintese de 5-HT esta envolvida nas etapas de desenvolvimento da
carcinogénese colorretal. De acordo com 0s nossos resultados anteriores, a 5-
HT no colon intestinal tem o potencial de modular o desenvolvimento de lesdes
preneoplasicas (KANNEN et al. 2011, KANNEN et al. 2012, KANNEN et al.
2013). Embora a 5-HT tenha sido relacionada com a promoc¢éo de cancer de
c6lon em ratos (TUTTON P.J.; BARKLA D.H., 1978; AMINI-KHOEI et al., 2016),
nao estava claro a razdo da diminuicdo no desenvolvimento de lesbes
preneoplasicas apds o aumento dos niveis coldnicos de 5-HT através da inibicao
da recaptacao serotoninérgica (KANNEN et al., 2011). Observacdes similares a
esta foram relatados em humanos (LEE HK et al. 2012). Também, devemos
observar que Tutton e Barkla relataram que a 5-HT promove a proliferagéo de
tumores col6nicos ao invés dos colondcitos normais (TUTTON P.J.; BARKLA
D.H., 1978). Além disso, devemos considerar a hipétese de que o sistema
serotoninérgico pode ser a primeira linha de reacdo em caso de agressao ao
colén (GERSHON 2012).

Outros estudos demonstraram que a liberacdo de 5-HT e 5-HTP
promovem a radiorresistencia em ceélulas de mamifero (NAKAYAMA T.;
NAKAMURA W.; 1978). Também devemos considerar que a 5-HT é precursora
do neurohormdnio melatonina, que possui propriedades antioxidantes que
protegem a célula do dano de DNA induzido pelo estresse oxidativo de

carcindgenos. Seu potencial antioxidante se deve a sua capacidade de eliminar
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radicais livres, ao estimular a atividade da glutationa peroxidase e inibir a sintese
de Oxido nitrico (NODA YM, et al. 1999). Também ¢é fato que a 5-HT parece
bloguear a peroxidacdo de lipidios e fosfolipidios em membranas celulares
(MIURA et al, 1996). Na verdade, as propriedades antioxidantes da serotonina
se devem a sua capacidade de doar protons a compostos como radicais peroxil,
acido hipocloroso, e oxido nitrico (GALISTEO & HERRAIZ, 2004; NODA et al.,
1999). Esses resultados corroboram com os do nosso grupo de pesquisa, que
indicam que a reducdo nos niveis de 5-HT promoveu o desenvolvimento de

lesbes preneoplasicas (KANNEN et al; 2012).

5.2 Efeitos da sintese de 5-HT sobre o reparo genémico quando

alterado pelo carcinégeno AOM

Os nossos resultados demonstram que a sintese de 5-HT tem um
potencial de modular os mecanismos de reparo aos adutos de DNA. O AOM
requer transformacdes metabdlicas antes que a sua hidroxilacdo libere o
carcindgeno ativo metilzoximetanol (MAM) (ROSENBERG et al 2009). Este,
produz um ion de metildiaz6nio que metila principalmente o O® da guanina,
originando a O%-metilguanina (0®MeG) (ROSENBERG et al.; 2009). As proteinas
AlkB e Mgmt s&@o responsaveis por reparar estequiometricamente os adutos de
DNA, inativando-os. A Mgmt funciona como uma transferase e como um aceptor
de um grupo alquila. Apés o reconhecimento de um aduto de DNA ou O%MeG, a
Mgmt transfere o grupo alquil para o enxofre do seu sitio aceptor interno
(SHARMA et al. 2009). Por outro lado, a reacédo de AlkB com um O%MeG libera
formaldeido e a base de DNA ndo modificada, e entdo, um intermediario

hidroxilado & gerado (FAHRER J., KAINA B., 2013). Além disso, Trp53 foi
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relacionada com a regulacdo da atividade de Mgmt (GROMBACHER T,
EICHOHORN U, KAINA B., 1998). Nossos resultados demonstram que o0s
animais TPH1KO apresentaram uma reducdo na expressao génica de Mgmt,
fazendo com que esses animais tenham um defeito no sistema de reparo do seu
DNA, aumentando a susceptibilidade ao erro.

Por outro lado, a metilagdo do DNA € uma das principais modificacdes
epigenéticas que podem regular a expressao génica (OKUGAWA et al. 2015). O
primeiro fenétipo de hipermetilagcdo de ilhas CpG descrito no cancer colorretal foi
em 1999, e demonstrou uma alta frequéncia de dinucleotideos CpG
hipermetilados nestes tumores (TOYOTA M. et al., 1999). Nossos dados
demonstram que a reducdo da expressdo do gene MGMT esta diretamente
relacionada com um aumento na metilacdo do mesmo, possivelmente causando
0 seu silenciamento. Esse resultado condiz com aqueles encontrados por
Colussi (2013), que descreveu gue a transicdo entre a mucosa normal para um
pélipo adenomatoso era marcada por alteracdes genéticas e epigenéticas, e
incluiam a hipermetilacdo de uma variedade de genes, tais como SLC5AS,

ITGA4, e MGMT (COLUSSI D. et al., 2013).

5.3 Efeitos da sintese de 5-HT sobre o reparo genémico quando
alterado pelaradiacao ionizante
A resposta ao dano de DNA é essencial para a manutencdo da
estabilidade genémica. As moléculas ATM e ATR pertencem a familia das PI3-
quinases, e sao responsaveis por recrutar proteinas de reparo ao DNA e ativar
os sistemas de checagem (checkpoints) do ciclo celular em resposta a tais

lesbes (LOBRICH M, JEGGO PA; 2007). Fahrer et al. (2015) sugere que



70

alteracdes no reparo genético relacionado ao AOM também pode alterar a
sinalizacdo da via Atr-Chk1-p53 e modificar os niveis de dano de DNA na
populacéo de células tronco coldnicas (FAHRER J.; et al.; 2015). E possivel que
células altamente proliferativas sofram uma parada na replicagdo promovendo o
dano de DNA e ativagao do eixo Atr-Chk1-Trp53, o que, consequentemente,
pode induzir uma parada do ciclo celular na fase S/G2 (CURTIN NJ, 2012).
Nossos dados sugerem que a atividade de sintese de 5-HT apresenta um efeito
mais significante sobre a fase G2 do ciclo celular.

Myers e Cortez relataram que a ativacdo de Chk1 induzida por IR depende
da sinalizacao de Atm/Atr (MYERS J.S.. 2006). De acordo com Lobrich e Jeggo,
a Atm esté relacionada com a ativacdo de Chk2 em casos de quebra na dupla
fita de DNA durante a fase G1 do ciclo celular, enquanto que Atr induz a atividade
de Chkl e Trp53 quando o dano ocorre na fase G2 (LOBRICH M, JEGGO PA;
2007). Assim, os animais que possuiam deficiéncia na sintese de 5-HT
apresentaram uma reducao nos niveis de expressao génica de Atr e maior dano
de DNA. Isso demonstra que a sintese de 5-HT pode influenciar o funcionamento
do sistema de reparo genético, ja que os animais que receberam reposicao
enddgena apresentaram uma maior expressdo génica de ATR. A sintese de 5-
HT pode estar modulando o mecanismo de reparo por alterar a sinalizagao de
forma com que haja uma ativacdo de Atr, e consequentemente, o reparo ao DNA
é feito de forma mais rapida.

Por outro lado, o aumento da expressdo génica de Atr pode estar
relacionado com o aumento da proliferagcdo celular, que é uma forma do
organismo de substituir o tecido danificado. Atm €& primariamente ativada por

qguebras na dupla fita de DNA (LOBRICH M, JEGGO PA; 2007). Porém, apesar
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de ter ocorrido um aumento de sua expressdo aumentada nos animais com
resgate enddgeno da sintese de 5-HT, ndo houve um aumento na expresséao de

Chk2, que é a sua molécula efetora.

5.4 Efeitos da sintese de 5-HT sobre a diferenciacéo celular no nicho

colénico de células tronco sob inducao carcinogénica

Nossos resultados sugerem que a atividade serotoninérgica pode
proteger o nicho de células tronco de ser geneticamente danificados. Também é
valido ressaltar que o nicho criptal de células tronco, provavelmente melhorou o0s
mecanismos de reparo que protegem as células tronco do acumulo de dano de
DNA e a transmissdo de mutacdes genéticas para células progenitoras (VITALE
I.; 2017). Outra consideracao é que a proliferacdo nas células tronco col6nicas
pode acarretar o desenvolvimento de CCR, ja que mais muta¢cées somaticas
serdo adquiridas como um resultado dos niveis aumentados de dano de DNA
(FAHRER et al., 2015; BARKER N et al., 2009). De fato, essas células tronco
geneticamente danificadas tém sido relacionadas com a promoc¢ao da fissdo
criptal, que coordena o surgimento de criptas aberrantes e o desenvolvimento de
tumores colorretais (LEEDHAM et al., 2005).

Karp et al. observaram que a inibicdo da via de sinalizagdo Wnt promoveu
a diferenciacéo das células Lgr5* em células globulares (YIN et al., 2014). Essas
observacdes sugerem que a inibicdo da sintese de 5-HT induziu a erros de
diferenciacdo celular no nicho de células tronco e promoveu a carcinogénese
colorretal por aumentar os niveis de dano de DNA. Assim, os tumores de célon
esporadicos se desenvolvem apos mutacdes no nicho criptal de células tronco,

inicialmente como um adenoma unicriptal, que se expande em um tumor através
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de multiplas fissbes criptais, embora padrdes de mutagcbes em células
plenamente diferenciadas também possa promover o crescimento desses
tumores posteriormente (FAHRER et al., 2015; BARKER et al., 2009; PRESTON

et al., 2003).
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6. CONCLUSAO
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Em resumo, nossos resultados demonstram que ao contrario dos seus
efeitos promotores sobre crescimento de tumores colorretais ja estabelecidos, a
sintese de 5-HT poder proteger o nicho de células tronco do dano de DNA,
reduzindo o desenvolvimento de eventos carcinogénicos iniciais. Além disso,
nossos dados sugerem que os efeitos da sintese de 5-HT no sistema de reparo
ao dano de DNA podem ser dependentes do estagio de desenvolvimento da

carcinogénese colorretal.
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