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Resumo

O cancro colorretal (CCR) ¢ uma doenga comum. A maioria dos casos diagnosticados
sdo espontaneos ¢ dificeis de prevenir com base na alteragao de fatores ambientais e de habitos
alimentares. Comprovada a associagdo entre a melhoria no estado de satde individual e redugao
significativa nas taxas de mortalidade associadas ao cancro pela adesdo a certos tipos de dieta,
a populacao saudavel e os doentes oncologicos sdo encorajados a aderir a um padrao dietético
semelhante a dieta mediterranica.

Nesta dissertacdo, pretende-se avaliar os efeitos da suplementacdo de feijdo-frade,
leguminosa incluida na dieta mediterranica, na dieta de um modelo experimental de CCR
induzido através da administracdo sequencial de azoximetano (AOM) e dextran-sulfato de
sodio (DSS).

Para alcangar estes objetivos utilizaram-se quarenta e oito (n=48) murganhos fémeas da
estirpe FVB/n (Mus musculus), com idade compreendida entre os 5-6 meses, divididos
aleatoriamente em quatro grupos: grupo controlo (n=9), grupo induzido (n=13), grupo
induzido/20% (m/m) farinha de feijdo frade (FFF) (n=12) e grupo induzido/50% (m/m) FFF
(n=14). O AOM foi administrado uma uUnica vez por via intraperitoneal (7,5 mg/kg). Uma
semana depois, os animais foram expostos na dgua de bebida a 1,5% de DSS durante 7 dias
seguidos em trés ciclos, com intervalos de 7 dias entre ciclos. Os animais tiveram acesso ad
libitum as respetivas dietas durante 13 semanas e foram observados diariamente para registar o
seu estado geral. Durante o ensaio experimental foram registadas semanalmente a temperatura
corporal, a massa corporal, o consumo de alimento e 4gua dos animais. Apos 13 semanas todos
os animais foram eutanasiados através da administragdo de uma overdose da associacao de
xilazina com ketamina e realizada a sua necropsia completa. Os 6rgdos dos animais foram
recolhidos, registadas as suas massas ¢ fixados em formaldeido para posterior andlise
histopatologica, avaliagdo imunohistoquimica do marcador de proliferacao celular Ki-67; foi
também recolhido sangue por puncio cardiaca para a realizagdo do ensaio do cometa.

Durante o ensaio experimental nenhum dos animais manifestou sinais clinicos de doenca.
Um murganho do grupo controlo morreu durante o ensaio devido a fatores externos, sendo
excluido da experiéncia. Observdmos um maior consumo de dgua ¢ comida no grupo induzido
¢ alimentado com 20% de FFF. O grupo induzido e alimentado com 50% FFF apresentou o
maior aumento de massa corporal ao longo do ensaio. A média da massa relativa do colon do

grupo induzido e alimentado com 20% FFF foi superior aos restantes grupos e estatisticamente
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significativa (p<0,05). Os parametros recolhidos durante o ensaio relativamente ao bem-estar
geral dos animais revelaram ndo existir diferengas estatisticamente significativas entre grupos.
Relativamente a analise histopatoldgica, 50% (n=6) dos animais do grupo induzido + 20% FFF
desenvolveram displasia do epitélio intestinal, 16,67% (n=2) apresentaram adenocarcinomas
no reto, sendo o grupo a apresentar mais lesdes quando comparado aos restantes. Nos trés
grupos induzidos com AOM/DSS foi observada inflamacdo leve a moderada. Relativamente a
expressao do marcador de proliferagdo celular Ki-67, verificou-se uma maior marcagao no
grupo induzido + 20%FFF. O ensaio do cometa ndo revelou diferencgas estatisticamente
significativas entre grupos.

Em conclusdo, tendo em conta os resultados obtidos, o feijao frade ndo revela efeitos
negativos ou positivos aos animais induzidos quimicamente com AOM/DSS. Novos testes
devem ser realizados usando diferentes doses do composto carcinogénico, tempo de exposi¢ao

ao agente inflamatdrio, momento do sacrificio e/ou concentracao do feijao-frade usado.

Palavras-chave: Cancro colorretal, murganho, AOM, DSS, histologia, genotoxicidade.
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Abstract

Colorectal cancer (CCR) is a worldwide common disease. Most cases are spontaneous
and difficult to prevent based on environmental factors and dietary habits. The demonstration
of the association between individual health status improvement and cancer mortality rates
reduction with adherence to certain diets, such as the Mediterranean diet, the population is
encouraged to follow a dietary pattern similar to Mediterranean diet, but not all foods have
equal activities.

With this research, we intended to evaluate the effects of black-eye-beans
supplementation in an induced CCR mouse model by azoxymethane (AOM) followed by
dextran-sodium sulfate (DSS) on physiological parameters, histological parameters and
genotoxicity.

Forty-eight (n=48) female FVB/n mice (Mus musculus) with 5-6 months-old were
randomly divided into four groups: control group (n=9), induced group (n=13), induced group
+ diet containing 20% (m/m) of black-eye-bean flour (BEBF) (n=12) and induced group + diet
containing 50% (m/m) of BEBF (n=14). A single intraperitoneal AOM injection was
administered (7.5 mg/kg). One week later, animals were exposed to 1.5% of DSS in drinking
water for 7 days in three cycles with 7-days interval. All animals had ad libitum access to their
diets for 13 weeks. Animals were daily observed to check their general health status. Animals’
body temperature, weight, food and water consumption were also recorded. At the end of the
13 weeks period all animals were humanely sacrificed with an overdose (xylazine + ketamine
association) and a complete necropsy was performed. The organs were collected and fixed in
formaldehyde to perform histopathological analysis. The genotoxicity of black-eye-beans was
determined by the comet assay.

None of these animals showed any clinical signs of disease during the experimental
period; however, one mouse from control group died during the experiment due to external
factors and was excluded from the experience. Water and food consumption registered a slightly
higher consumption by the induced group + 20% BEBF when compared to the other groups.
The induced group + 50% BEBF showed a higher body mass at the end. The relative colon
mass was higher in induced group + 20% BEBF compared to the other groups (p<0,05). The
parameters collected during the test for the general welfare of the animals revealed no
statistically significant differences between groups. Regarding histopathological analysis, 50%

(n=6) of the animals of the induced group + 20% BEBF developed dysplasia and 16.67% (n=2)
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had rectal adenocarcinoma, being the group presenting more lesions when compared to the
other groups. Mild to moderate inflammation was observed in the three groups induced with
AOM/DSS. Regarding the expression of the Ki-67 marker, a higher proliferation rate was
observed in the induced group + 20% BEBF. The comet assay did not reveal statistically
significant differences between groups.

In conclusion, considering the results obtained, the black-eye-beans supplementation
did not reveal a negative or positive effect to the animals with induced colorectal cancer. Further
tests should be performed using different doses of the carcinogenic compound, exposure time

to the inflammatory agent, time of sacrifice and/or black-eye-bean concentration.

Keywords: Colorectal cancer, mouse, AOM, DSS, histology, genotoxicity.
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Introdug¢do

1. Introducio

1.1. Cancro colorretal

1.1.1. Epidemiologia

Nas tltimas décadas, a incidéncia do cancro tem aumentado por todo o mundo (Boyle et
al., 2008). O cancro colorretal (CCR) ¢ a neoplasia maligna mais comum do trato
gastrointestinal e, devido ao aumento da sua incidéncia e mortalidade associada, os custos
envolvidos no seu diagnostico e tratamento tornaram esta doenca um problema de satde publica
grave (Teliarova-Foucher et al., 2012). Mundialmente, o CCR ¢ o terceiro cancro mais comum
em homens e o segundo em mulheres, sendo a segunda maior causa de morte por cancro
(GLOBOCAN, 2018). Os dados referentes a incidéncia e a mortalidade associados aos varios
tipos de cancro, publicados pela GLOBOCAN, podem ser consultados na Tabela 1
(GLOBOCAN, 2018).

Tabela 1 - Estimativa da incidéncia e mortalidade para os cancros mais comuns a nivel mundial (GLOBOCAN,

2018).

Cancro Incidéncia Mortalidade
Numero (%) Numero (%)
Pulmio 2 093 876 11,6 1761 007 18,4
Mama 2 088 849 11,6 626 073 6,6
Colorretal 1 849 518 10,2 880 792 9,2
Prostata 1276 106 7,1 358 989 3.8
Estomago 1 033 701 5,6 782 685 8,2
Figado 841 080 4,7 781 631 8,2

Na Europa, anualmente, o CCR ¢ diagnosticado em 17 de cada 100 000 habitantes
(Maughan et al., 2003). Segundo os ultimos dados (Figura 1), recolhidos em 2018 pela WHO
(World Health Organization) e pela GCO (Global Cancer Observatory), o CCR foi o cancro

com maior taxa de incidéncia e segunda maior taxa de mortalidade na populagdo portuguesa.
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Em Portugal, no que diz respeito a prevaléncia do CCR até 5 anos, este apresenta uma taxa de

18,1% sendo o cancro com maior numero de casos (GLOBOCAN, 2018).
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Figura 1 - Estimativas da incidéncia e mortalidade em Portugal (GLOBOCAN, 2018).

Apesar do aumento da incidéncia deste tipo de cancro até ao inicio da década de 90 do
século passado, a incidéncia desta doenga tem-se mantido estavel nos tltimos anos. Este facto
resulta das medidas de prevengdo e diagndstico adotadas pelos servigos de satde, tendo também
um importante contributo os estudos epidemioldgicos desenvolvidos a propdsito desta doenga.
Os exames para diagnostico precoce, através da realizagdo de colonoscopias em grupos de risco,

permitiram diminuir a mortalidade associada ao CCR (Mayer et al., 2008).
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1.1.2. Etiologia

O CCR ¢ uma doenga associada ao envelhecimento; a idade média do seu diagnostico €
aos 70 anos, sendo 80% dos casos diagnosticados em idosos € com exposicdo prévia a agentes
considerados carcinogénicos. Os restantes casos tém origem hereditaria (20%), nomeadamente
a polipose adenomatosa familiar (APC) ou o CCR hereditario nao polipdide (Half et al., 2009).
Cerca de 95% dos casos hereditarios de CCR estdo associados a polipose adenomatosa familiar,
com incidéncia crescente em individuos mais velhos. No entanto, apenas 10% dos adenomas
evoluem para CCR (Pestana e Martins, 2016). Em individuos com menos de 50 anos, o CCR

espontaneo ¢ pouco comum (Kosmider ef al., 2007).

1.1.3. Carcinogénese

A carcinogénese ¢ definida como uma sucessdo de etapas onde ocorrem alteracdes
celulares e genéticas nas cé¢lulas normais que conduzem a expressdo de um fenoétipo alterado
(Cole e Kramer, 2016). As c¢lulas multiplicam-se através da mitose, mas para manter o nimero
de células constante em cada 6rgdo a apoptose ¢ fundamental. Quando ocorre um aumento
descontrolado da proliferacdo e uma diminui¢do da apoptose, o equilibrio ¢ alterado e favorece-
se o aparecimento de células com alteragdes fenotipicas, que numa fase inicial constituem do
ponto de vista histolégico uma lesdo pré-neoplésica. A continuidade da multiplicagao acelerada
das células que constituem esta ultima lesdo, muitas vezes por exposi¢ao acrescida a compostos
quimicos promotores, favorece a ocorréncia de lesdes neoplésicas (Botelho et al., 2014). As
neoplasias podem ser benignas ou malignas. As neoplasias benignas sdo de crescimento lento,
localizadas, sendo mais fécil a sua remogao cirirgica e com menor probabilidade de recidivar.
As neoplasias malignas apresentam um crescimento rapido, com alta probabilidade de
metastizar, sendo muitas vezes de dificil remogao cirtrgica (Botelho ef al., 2014).

O desenvolvimento do CCR caracteriza-se pela ocorréncia de alteragdes genotipicas e
fenotipicas nas células epiteliais do colon e do reto caracterizando-se inicialmente pela
formacao de lesdes pré-neoplasicas, que evoluem para neoplasias benignas (adenomas) com a
sua subsequente evolugdo para lesdes neopldsicas malignas (adenocarcinomas), com possivel

invasdo da parede intestinal (Kobaek-Larsen et al., 2000). Assim, as etapas histoldgicas



Introdugao

descritas na progressdado do CCR sdo: hiperplasia, displasia, adenoma e adenocarcinoma
(Tanaka, 2009); com o aumento da gravidade, o epitélio intestinal pode sofrer uma
transformagdo que leva ao desenvolvimento de um carcinoma invasor, com potencial
metastatico (Kobaek-Larsen et al., 2000; Machado et al., 2016).

Durante este processo ocorrem mudangas progressivas na atividade das proteinas que
regulam a proliferacdo, a diferenciagdo e sobrevivéncia celular (Tanaka, 2009). No CCR ocorre
uma sequencia de alteracdes nos genes associados a formacao de tumores, como no K-ras e no
gene APC (Adenomatous Polyposis Coli) (Fearon e Vogelstein, 1984; Kinzler e Vogelstein,
1996). A maioria dos casos de CCR sdo esporadicos e podem aparecer em doentes sem
antecedentes; geralmente devem-se a mutagdes somaticas espontaneas ou induzidas (Kinzler e
Vogelstein, 1996; Lynch et al., 1996, Polakis, 1997).

O desenvolvimento ¢ evolugcdo do CCR favorece a ocorréncia de alteracOes detetadas
através do uso de marcadores tumorais, que tém como finalidade estabelecer um diagndstico
precoce e definir o melhor tratamento. Entre os marcadores usados no estudo e identificacdo do
CCR destacam-se: CA 242, CA 19-9, CA72-4, CEA, citoqueratinas, o gene p53, o anticorpo
Ki-67, entre outros (Fernandes e Matos, 2002; Rosati ef al., 2004). O uso de determinados
marcadores permite indicar a presenga, extensao da lesdo, ou prever a resposta ao tratamento ¢

recorréncia da neoplasia (Hiinerbein, 1998; Fernandes ¢ Matos, 2002).

1.1.4. Tratamento

O tratamento de um doente com CCR ¢ decidido por uma equipa multidisciplinar
constituida por varias especialidades médicas. Até ao momento, a cirurgia continua a ser o inico
tratamento com potencial curativo; os tratamentos adjuvantes aumentam a sobrevivéncia e
qualidade de vida destes doentes (Leslie et al., 2002). A quimioterapia ¢ a radioterapia fazem
parte das abordagens adjuvantes do tratamento de doentes com CCR (Schwartz ef al., 2004;
Matos, 2012).

Um estudo desenvolvido pela ForPoint, Europacolon Portugal ¢ o Research Group on
Digestive Cancer indica que 71% dos doentes portugueses com CCR foram submetidos a
quimioterapia. A opcdo pela quimioterapia deve-se ao facto deste tratamento ser considerado
mais eficaz. Em doentes com CCR de estadio I, a quimioterapia ndo ¢ usada, mas no estadio II,

o 5-Fluorouracilo (5-FU) combinado com oxaliplatina (FOLFOX) sdo geralmente selecionados
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como primeira op¢ao de tratamento. Nos estadios III e IV, a combinacio do 5-FU com o 4cido
folico ¢ a terapia mais usada, sendo o FOLFOX a segunda opg¢ao de tratamento. No entanto,
nos doentes em estadio IV sdo usadas outras combina¢des nomeadamente a associagdo do 5-
FU com o irinotecan ou a associa¢do do FOLFOX com a capecitabina. O uso de bevacizumab

e do cetuximab, combinado com o irinotecan, sdo outras opgdes terapéuticas (Pinto et al., 2010).

1.2. Modelos animais para o estudo de doengas humanas

O uso de modelos animais tem sido um dos métodos selecionados para estudar varias
doencas humanas, nomeadamente o cancro, a paralisia cerebral, a diabetes, a doenca de
Alzheimer, a obesidade e as doengas cardiovasculares. Os modelos animais contribuem com
informacdes inestimaveis para melhor compreender os diversos aspetos envolvidos no
aparecimento e desenvolvimento da doencga, bem como na descoberta e avaliacdo de novos
tratamentos farmacologicos e ndo farmacologicos, como sao disso exemplos o efeito da pratica
regular de exercicio fisico, o consumo de uma alimentagdo equilibrada, e estratégias preventivas
(Vandammee, 2014; Nascimento-Gongalves et al., 2018).

Estdo disponiveis varios modelos animais para o estudo das doen¢as humanas: modelos
espontaneos, induzidos quimicamente, implantados com cé¢lulas cancerigenas de origem animal
(modelo singeneico) ou com células de origem humana (xendgrafo), e modelos animais
geneticamente modificados (Fagundes et al., 2004; Steele et al., 2010; Nascimento-Gongalves
etal., 2018).

O modelo espontineo caracteriza-se pelo uso de um animal que desenvolve
espontaneamente uma doenga, ou seja, faz parte das caracteristicas do animal o aparecimento
da doenga sem recurso ao uso de compostos quimicos ou técnicas cirurgicas. O modelo
espontaneo mimetiza o observado e descrito no Homem. Contudo, as principais desvantagens
deste modelo sdo a baixa incidéncia de tumores, € 0 tempo necessario para observar resultados
com significancia estatistica, encarecendo os custos do protocolo experimental (Johnson et al.,
2013).

Nos modelos xenodgrafos sdo colocadas células cancerigenas humanas num animal de
laboratorio imunodeprimido; no caso dos modelos singeneicos ¢ feito um transplante de linhas
celulares cancerigenas entre animais da mesma espécie, sendo o animal recetor

imunocompetente. O transplante pode ser feito de duas formas: ectdpico ou ortotopico, isto €,
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as cé€lulas sdo colocadas sob a pele ou no 6rgdo de origem das células, respetivamente
(Cekanova et al., 2014; Chandra et al., 2020).

Nos modelos com indug@o quimica os animais sao expostos a compostos carcinogénicos
quimicos através de varias vias de administracdo. Trata-se de um processo demorado e que
requer cuidados especiais na manipulagao das substancias quimicas e dos animais. Num modelo
animal de indu¢do quimica identificam-se as trés etapas descritas durante a carcinogénese:
iniciagdo, promocao e progressdo. Cada uma destas etapas caracteriza-se por transformagdes
morfologicas e bioquimicas, e resulta de alteragdes genéticas incluindo mutagdes nos genes que
controlam a proliferacdo celular, a morte celular e a reparacdo do acido desoxirribonucleico
(ADN) (Oliveira et al., 2007).

As lesdes carcinomatosas identificadas em animais geneticamente modificados
assemelham-se as lesdes descritas no Homem. Estes animais dividem-se em dois grupos:
animais knockout e transgénicos. Os animais (murganhos ou ratos) transgénicos obtém-se
através da injecdo de ADN de outra espécie num ovulo fertilizado, enquanto o modelo knockout
caracteriza-se pela omissdo dos alelos de um gene especifico. Ambos os modelos tém a
vantagem de ndo provocar a exposi¢do dos investigadores a compostos cancerigenos € a

desvantagem de ser mais dispendiosa a sua aquisi¢do (Navale, 2013).

1.2.1. Modelos para o estudo do cancro colorretal no Homem

A capacidade de induzir de forma fidvel os tumores do célon e do reto em animais de
laboratdrio proporcionou aos investigadores a oportunidade de estudarem as vdrias etapas da
carcinogénese desta doenga. Estes modelos fornecem informagdes sobre a iniciacdo, a
promogao e a progressao dos tumores, incluindo informagdes detalhadas sobre a transformagao
celular e os eventos subsequentes que levam a progressao de lesdes pré-neopldsicas a lesdes
neoplasicas. Os modelos animais de CCR também sdo usados para avaliar a imunoterapia,
quimioterapia e novos tratamentos cirurgicos (Tanaka, 2009).

Os animais usados como modelo para o estudo de CCR podem ser ndo roedores ou
roedores. Como exemplo de ndo roedores temos o cdo e o gato, que desenvolvem adenomas
pedunculados no célon e no reto distal de modo espontanco. Em ambas as espécies se observam
semelhancas histoldgicas ¢ evolutivas com o CCR diagnosticado no Homem (Church et al.,

1987; Johnson et al., 2013; Cekanova et al., 2014). A principal desvantagem destes modelos
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espontaneos ¢ a baixa prevaléncia do CCR (menos de 1%) (Schaffer et al., 1968; Church et al.,
1987; Cribb et al., 1988). Nos gatos, mais de 70% dos tumores do intestino ocorre no intestino
delgado (Cribb ef al., 1988).

A ovelha ¢ também usada como modelo para o estudo desta doenca dada a incidéncia
significativa de CCR espontaneo. Na Nova Zelandia, foram encontradas neoplasias intestinais
em 1,6% dos ovinos adultos (Simpson et al., 1972; Munday et al., 2006). No entanto,
praticamente todos os tumores intestinais nas ovelhas sdo identificados no intestino delgado

(Johnson et al., 2013).

1.2.2. Anatomia do intestino grosso: Homem e murganho

O intestino do murganho (Figura 2) € similar ao intestino 4 B ™
Tleo 3
=— Ceco
humano no que diz respeito ao desenvolvimento, a estrutura e as \\. J
suas func¢des (Kwong e Dove, 2009). O intestino grosso comeca ¢ e

J

no ceco, passa pelo colon e reto até¢ ao anus, e ¢ o responsavel
pela absorcao de agua das fezes (Treuting et al., 2018). O ceco €
um saco curvo que tem como principal fun¢do a fermentacdo
bacteriana; esvazia todo o seu conteudo para o colon proximal

Colon distal

(Rubesin, 2011). O colon tem a mesma estrutura histolégica do

Reto

|

restante trato gastrointestinal: mucosa, submucosa, tunica Fans

muscular circular interna, tinica muscular externa longitudinal Figura 2 - Trato intestinal do
, . . murganho (Treuting e Dintzis
e serosa. O reto ¢ relativamente curto ¢ muito semelhante ao 2012)

coOlon distal (Treuting et al., 2018).

1.2.3. Modelos CCR em roedores

O uso dos roedores como modelos para o estudo do CCR estd amplamente aceite devido
as semelhangas identificadas com o CCR no Homem. Uma rédpida indugdo de tumores ¢ uma
elevada taxa de reprodutibilidade sdo duas das vantagens destes modelos (Machado et al.,

2016). Com recurso aos roedores ¢ possivel induzir CCR usando compostos quimicos (Reddy
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et al., 1998; Reddy et al., 2000; Rosenberg et al., 2009), recorrer ao implante de células
cancerigenas ou ainda usar modelos geneticamente modificados (Boivin et al., 2003; Taketo et

al., 2009).

1.2.4. Inducdo quimica

Existem dois tipos de agentes quimicos cancerigenos: agentes diretos e indiretos. Os
primeiros nao necessitam de ser metabolizados pelo organismo para induzirem o
desenvolvimento do cancro, enquanto os segundos sdo administrados na sua forma inativa e
apenas adquirem atividade carcinogénica quando biotransformados e convertidos pelo figado
na sua forma ativa (Tanaka, 2009; Machado et al., 2016).

Os modelos quimicamente induzidos de CCR sdao modelos animais usados ha muito
tempo e caracterizam-se pela exposigdo a agentes carcinogénicos quimicos, como a 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) ou o azoximetano (AOM), entre outros (Tabela 2). Estes compostos
quimicos sdo considerados ideais para o estudo do CCR em animais de laboratorio
(Rajamanickam et al., 2008; Johnson et al., 2013). Na indu¢do quimica podem ser usadas varias
estirpes de animais, cuja selegdo varia com o objetivo de cada trabalho (Bobe et al., 2008; Svec

et al., 2010) (Tabela 2).

Tabela 2 - Agentes carcinogénicos usados na indugdo de CCR em roedores (adaptado de Rosenberg et al., 2009).

Agente carcinogénico Via de administraciao Espécie (estirpe)
Metilnitronitrosoguanidina Aplicagao retal Rato Donryu Fémea
Acetato d .
. e a.o © Aplicagdo retal Rato Donryu Macho
Metilazoximetanol
Acetato d .
. e a.o © Intraperitoneal Rato (Sprague-Dawley) Macho
Metilazoximetanol
N-Butyl-N-nit .
iy i-nirosoured Intraperitoneal Murganho C57BL/6 Macho
(BNU)
N-metil-N-nit .
et (Mlillijr)osourea Aplicagdo retal Rato F344/Machos
Acetato de O-
Int it 1 Rat -Dawley) Mach
dimetilnitrosamina ntraperitonea ato (Sprague-Dawley) Macho
2-Amino-1-metil-6-fenil- Dieta Rato F344

imidazo (4,5-b) piridina
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1.2.5.Azoximetano (AOM)

O AOM ¢ um metabolito proveniente da DMH, mais frequentemente utilizado que a
DMH na indug¢do de tumores no colon, dado que algumas das suas vantagens sobre o composto
original sdo o aumento da poténcia e maior estabilidade quimica (Papanikolaou ef al., 1998). O
AOM ¢ considerado um agente carcinogénico indireto, porque ¢ ativado no figado, por N-
oxidagdo através do citocromo P450 2E1, e apds a sua metabolizagdo, os produtos seguem por
via sanguinea até ao local de acdo, isto ¢, o intestino grosso (Tanaka, 2009; Machado ef al.,
2016). Os metabolitos produzidos como o metilazoximetanol e metil-diazéxido, indutores da
inflamacao (Sohn ef al., 1987), tornam-se em compostos ativos essenciais para a inducao de
CCR. Estes vao atuar de diferentes formas, levando a muta¢des pontuais, separa¢do de
cromatideos irmaos, bem como a indugao da apoptose no célon, que, como consequéncia, vai
estimular a proliferagdo celular e o aparecimento de lesdes proliferativas (Newell e Heddle,
2004). O mecanismo de indugdo das lesdes pré-neoplasicas pelo AOM deve-se ao aumento da
expressao do gene c-fos, a diminuicdo da expressdo do gene c-myc e a mutagao do gene K-ras,
alteragdes estas comuns as alteracdes diagnosticadas na carcinogénese espontanea do CCR no
Homem (Stopera et al., 1992; Caderni et al., 2006).

Ao modelo animal de indu¢do com o AOM associa-se a administragdo por via oral do
dextran sulfato de sodio (DSS). Este composto ¢ um agente quimico com propriedades
inflamatorias utilizado na inducdo de colites (Tanaka, 2009; Fazio et al., 2011). O mecanismo
pelo qual o DSS induz a inflamagao intestinal ndo ¢ claro, mas suspeita-se que seja devido a
danos nas células epiteliais que revestem o intestino grosso, permitindo a disseminagdo de
conteudo intestinal pro-inflamatorio, como bactérias e outros microrganismos, aos tecidos
subjacentes (Chassaing et al., 2014).

O desenvolvimento deste modelo de CCR ap6s inflamagao induzida por DSS confirma a
hipdtese de que a inflamagdo cronica desempenha um papel critico no desenvolvimento da

neoplasia maligna epitelial no intestino grosso (Seril ef al., 2003; Tanaka, 2009).

1.3. Genotoxicidade

A genotoxicidade estuda as alteragdes fisicas e quimicas ocorridas no material genético

apds a exposicdo a agentes genotoxicos, podendo estes ser quimicos, fisicos e/ou biologicos
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(Doak et al., 2017). Uma das técnicas mais utilizadas para detetar a genotoxicidade € o ensaio

cometa, porque permite a detecao de lesdes pré-mutagénicas (Kammann et al., 2001).

1.4. Eletroforese em gel de célula tnica

Na década de 1970, introduziu-se o principio do que hoje ¢ denominado por eletroforese
em gel de célula tnica. Peter Cook e a sua equipa desenvolveram a técnica para investigar a
estrutura nuclear com base na lise das células com detergente nao idnico e cloreto de sodio.
Este procedimento remove conteudos celulares como as membranas celulares, citoplasma e
nucleoplasma, e solubiliza os nucleos, dado o elevado teor de sal, restando o nucleoide, com o
ADN, que se encontra enrolado ao redor das histonas do nucleossoma. Para desenrolar o ADN
¢ adicionado brometo de etidio (Cook et al., 1976).

A primeira demonstragdo daquilo a que chamamos “cometas”, foi feita por Ostling e
Johanson, descrevendo como caudas o ADN danificado desenrolado, referindo-se assim ao
modelo de Peter Cook e restante equipa. A cauda do cometa é descrita como um halo de loops
de ADN desenrolado, arrastado pelo campo eletroforético, sendo utilizado um pH inferior a 10
na realizacio da eletroforese (Ostling et al., 1984).

A eletroforese em gel de célula tnica, também conhecida como ensaio de cometa, ¢ uma
metodologia utilizada para determinar a genotoxicidade de um composto devido a sua
sensibilidade, simplicidade e baixo custo. Permite analisar e quantificar possiveis danos na
cadeia do ADN, bem como investigar os seus processos de reparacao (Speit e Hartmann, 1999;
Olive e Banath, 2006). Este método pode ser realizado em pH neutro e pH alcalino. O pH
alcalino tem a vantagem de revelar locais labeis alcalinos, isto €, locais isentos de purinas e
pirimidinas como resultado de danos no ADN (Collins, 2009).

A técnica consiste em impregnar as c¢lulas num gel de agarose de baixo ponto de fusdo
sob a superficie de uma lamina de microscopio revestida com gel de agarose. De seguida ¢ feita
a lise para descondensar o ADN. Apos a cletroforese ser realizada, como o ADN tem carga
negativa, se estiver danificado, vai migrar para fora do nucleoide, apresentando a aparéncia de
um cometa. De seguida, o gel na lamina é corado com um fluorocromo especifico de ADN. A
analise dos resultados ¢ realizada através de softwares especificos, como o QuPath ou o ImageJ,

sendo feita uma avaliag¢do visual do cometa e atribuida uma categoria que varia entre 0 ¢ 4. A

10
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diferenga entre as categorias esta relacionada com a diferenca entre o tamanho da cabeca e o

tamanho da cauda do cometa (Silva et al., 2003; Collins, 2004).

1.4.1. Aplicabilidade

Esta técnica € utilizada como uma ferramenta béasica em muitas areas de investigagao,
incluindo biomonitorizacdo ambiental, genética toxicologica e radioativa (Gontijo e Tice,
2003). O ensaio cometa ndo ¢ usado para detetar mutagdes, mas sim lesdes no genoma, que
podem resultar em mutacdo quando ndo reparadas. Também pode ser utilizado para estudos de
reparacdo do ADN, monitoriza¢do do dano e tipo de lesdo reparada (Gontijo e Tice, 2003; Silva
et al., 2000; Hartmann et al., 2003).

Para detetar o dano oxidativo ¢ necessario adicionar um passo ao processo, realizando-se
um tratamento enzimatico. As enzimas mais usadas sdo a formamidopirimidina ADN
glicosilase (FPG) e endonuclease III (endo III). A FPG deteta e remove bases puricas, adenina
e guanina, oxidadas, em particular a 8-oxoguanina e purinas alquiladas. As quebras que se
detetam na cadeia de ADN sem utilizacdo da FPG fornece uma informacao limitada porque,
muitas vezes, as quebras sdo rapidamente reparadas. A utiliza¢do desta enzima torna o ensaio
mais especifico ¢ mais sensivel, uma vez que a enzima vai detetar bases oxidadas, onde
existiram quebras que se tenham ligado, através de processos de reparagdo, ou entdo que
estariam prestes a quebrar. Isto €, sem enzimas s6 se detetam quebras simples e duplas na cadeia
de ADN, enquanto com a adi¢ao da enzima identificam-se outros tipos de dano mais especifico,
como bases oxidadas (Collins, 2004).

Foi introduzida uma nova versdo do método realizada em condi¢des de pH neutro,
permitindo a detecao de quebras duplas de ADN, independentemente da presenca de quebras
simples (Olive et al., 1991). Os danos oxidativos nas bases pirimidicas e puricas podem ser
identificados pela incubacdo das células lisadas com endonucleases especificas antes da
eletroforese (Collins ef al., 1993).

A diversidade da aplicagdo da técnica, com base no objetivo pretendido, ¢ vista como
uma das suas principais vantagens. Esta técnica apresenta uma certa superioridade sobre os
testes bioquimicos e citogenéticos, uma vez que pode ser utilizada em qualquer tipo de célula,
isto ¢, em qualquer tecido onde ¢ possivel extrair c¢lulas nucleadas, sendo necessario apenas

uma pequena quantidade de amostra, € por ndo necessitar de cé¢lulas em divisao (Hartmann et
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al., 2003). Outras vantagens desta técnica sdo a identificacdo de baixos niveis de danos no
ADN, baixo custo, a ndo necessidade de cultura celular, rapidez, fornecer informagao sobre
apoptose e capacidade reparadora do ADN, facil aplicacdo e monitorizagdo do dano e efeitos
de reparo no ADN em células individuais expostas a agentes genotoxicos (Tice et al., 2000).
O facto de ndo ser possivel realizar este procedimento com células procariontes, a
necessidade de pessoal especializado para a realizacdo da técnica e a baixa ou nula informagao
retirada sobre possiveis mutagdes sdo as principais desvantagens do ensaio cometa (Singh et

al., 1988).

1.4.2. Danos no ADN

A integridade da informagdo genética ¢ fulcral para evitarmos doencas associadas, como
eventos cancerigenos e mutagdes, que ocorrem apds danos no ADN. Quebras e danos
oxidativos no ADN sao duas das informacdes obtidas através da analise dos resultados do
ensaio cometa. Células com aumento de danos no ADN exibem maior migra¢do de ADN do
nlcleo em dire¢do ao dnodo. Esta migracao € observada, por microscopia de fluorescéncia, apds
a coloragdo com o corante fluorescente, nomeadamente o 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI), ¢
a intensidade da cauda do cometa reflete o nimero de quebras de ADN (Soares et al., 2015).

A integridade do ADN ¢ ameagada diariamente por diversos fatores exdgenos, como a
presenga de contaminantes em alimentos, ingestdo de firmacos, exposi¢do a radiacdo,
exposicao a quimicos e estilo de vida ndo saudavel, que pode incluir: consumo de alcool, tabaco
e drogas. Estes fatores levam, na sua grande maioria a0 aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) pelo organismo, que embora sejam moléculas produzidas
naturalmente, o seu aumento favorece a stresse oxidativo. Como tal, existem consequéncias
graves para as macromoléculas, como o ADN. Caso o dano ndo seja reparado atempadamente,
quando em quebras simples, pode originar quebras duplas muito mais complicadas de reparar
(Scherer e Strohschoen, 2013).

Os danos identificados frequentemente no ADN sao quebras simples ou duplas e quebras
resultantes de um mau processo de reparagao (Singh et al., 1988; Tice, 1995; Silva et al., 2000;
Hartmann et al., 2003; Pavao et al., 2007).

O dano sofrido por oxida¢do no ADN ¢ considerado o mais grave, sendo este oriundo do

metabolismo celular. O dano no ADN aumenta naturalmente com o envelhecimento (Singh et
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al., 1991); no entanto, vicios, como fumar, podem aumentar o dano no ADN tanto em adultos
como em jovens, o que faz com que seja necessario tomar precaucdes para prevenir um aumento
extra ao dano ja inevitavel (Piperakis et al., 2003).

A frequéncia mutacional aumenta com o envelhecimento, dada a acumulac¢io de danos e
a baixa capacidade de reparagao do ADN, levando a um aumento exponencial de danos com a
idade (Betti et al., 1994; McCord e Edeas, 2005). Uma das medidas preventivas para diminuir
os efeitos do ROS ¢ aumentar a defesa antioxidante através da ingestdo de alimentos ricos em

compostos antioxidantes (McCord e Edeas, 2005).

1.5. Imunohistoquimica

O principio da imunohistoquimica (IHQ) ja ¢ conhecido desde 1930 (Coons ef al., 1942).
Hoje, a IHQ ¢ um método amplamente utilizado para localizar antigénios em células ou tecidos
biologicos, com base na interagdo entre antigénios e anticorpos. Esta técnica pode ser utilizada
para diagnostico de doengas, assim como para o desenvolvimento de fArmacos. Os anticorpos
sdo muito seletivos no reconhecimento do respetivo antigénio, o que os torna uma ferramenta
perfeita para o processo (Yu et al., 2015).

A técnica de IHQ ¢ um processo com varias etapas, podendo ser realizada por método
direto ou indireto. Esta técnica baseia-se na formacdo de um complexo imune, antigénio-
anticorpo. Este complexo torna-se visivel quando ¢ feita uma liga¢cdo do complexo a um agente
fluorescente ou cromogéneo (Pires et al., 2010).

O método direto (Figura 3) € o mais rapido e simples. O primeiro passo consiste na ligacao
de um anticorpo ao antigénio correspondente do tecido a identificar. Neste método, esta ligacao
¢ crucial, porque se ndo ocorrer, ndo sera emitido qualquer sinal ao conjugado enzimaético, que
¢ o proximo e Ultimo passo. O método direto além de ndo poder amplificar sinais fracos, carece
de sensibilidade suficiente para a detegdo da maioria dos antigénios (Ramos-Vara e Miller,
2014).

O método indireto (Figura 3) veio substituir o método direto, dada a necessidade de um
método com maior sensibilidade. Ao contrario do método direto, o método indireto envolve
mais do que um passo. O primeiro passo consiste na ligagdo do antigénio ao anticorpo primario
adicionado, que de seguida vai ligar-se a um segundo anticorpo. Dependendo do tipo de estudo,

um anticorpo terciario pode também vir a ser adicionado. De seguida ¢ feita a ligagdo do
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complexo enzimatico ao anticorpo secundario ou tercidrio, para obter o sinal pretendido. Além
de mais sensivel, este método também € mais econdémico, porque o anticorpo secundario usado

pode ligar-se a outros anticorpos primarios em aplica¢des futuras (Ramos-Vara e Miller, 2014).

Método Metodo I l
direto indireto
Anticorpo Amnticorpo 2*Ant
? AA maimrﬂp -nli::::;gm

Figura 3 - Representag@o esquematica do método imunohistoquimico direto e indireto (adaptado de Ramos-Vara
e Miller, 2014).

Atualmente, o método indireto enzimatico ¢ o mais usado, dada a sua capacidade de
amplificacdo do sinal, sendo o método de estreptavidina-biotina (Labeled streptavidin-biotin -
LSAB) o mais utilizado. Uma questao critica no desenvolvimento de outras técnicas de ITHQ
foi a necessidade de se obter maior sensibilidade e aumento do sinal. Uma maior sensibilidade
facilita a marcacao de tecidos previamente fixados em formol e incluidos em parafina, pelo que
se evoluiu de um método simples, direto, para métodos de detecao de multiplos passos, como
os métodos peroxidase-antiperoxidase (PAP), avidina-biotina (ABC) e LSAB, ou mesmo
métodos que tém como base o uso de polimeros para uma amplificacdo de elevada sensibilidade
(Taylor et al., 2006).

Neste estudo foi usado o método enzimatico LSAB. Resumidamente, o método LSAB
consiste em 3 passos. Em primeiro, da-se a ligacdo do antigénio ao anticorpo primario, que se
liga de seguida, ao anticorpo secundario. Este por sua vez vai permitir a formagao do complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase (Ramos-Vara e Miller, 2014).

Para a realizagcdo desta técnica ¢ necessaria a producdo de anticorpos. Em condi¢des
naturais, os antigénios induzem a producdo de anticorpos. Este processo ¢ mimetizado na
produgdo de anticorpos para a IHQ. Para esse efeito, antigénios sintetizados com a estrutura da

proteina produzida naturalmente sdo injetados em animais hospedeiros como: ratos, ovinos,
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caprinos, entre outros, que por sua vez produzem anticorpos contra o antigénio sintetizado

(Kalyuzhny, 2016).

1.5.1. Ki-67

O gene ki-67 codifica duas isoformas proteicas com
pesos moleculares de 345 e 395 kDa, identificadas por
Scholzer e Gerdes no inicio de 1980 (Scholzen e Gerdes
2000). A proteina Ki-67 (pKi-67), denominada comummente
por Ki-67, esta presente durante todas as fases ativas do ciclo
celular (G1, S, G2 e M), estando ausente em c¢lulas na fase

GO, tal como ilustrado na Figura 4, apresentando variagcdes na

concentragao do Ki-67, com maior [Ki-67] na fases G2e M e

) Figura 4 - Concentragdo gradual de
menor [Ki-67] nas fases Gl e S (Hooghe et al., 2008; "¢ .o longo do ciclo celular (Sales

Shirendeb et al., 2009). Isto & visivel nas fases posteriores da Cil ¢ Vagnarelli 2018).

mitose (anafase e telofase), onde se da uma diminuicao dos
niveis do Ki-67 (Modlin et al., 2008).

A determinagdo imunohistoquimica do Ki-67 ¢ realizada calculando a percentagem de
células tumorais de Ki-67 marcadas positivamente; ¢ este 0 método mais utilizado para avaliar
a proliferacdo tumoral (Dowsett et al., 2011). Ao efetuar a IHQ com o anticorpo Ki-67 ¢
possivel usar a sua expressao celular como um marcador de proliferacdo tumoral e avaliar a sua
extensdo e intensidade (Brown e Gatter 2002; Kloppel et al., 2004). O Ki-67 ¢ amplamente
usado como ferramenta de diagnostico e como indicador de prognodstico em diversas neoplasias

(Figura 5) (Li et al., 2015).
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Figura 5 - Utilizacdo do marcador de proliferagdo Ki-67 como ferramenta de diagndstico e progndstico (adaptado

de Liet al., 2015).

Para avaliar a marcacao do Ki-67, os tumores sdo classificados com base na proliferagdo
como baixa, intermédia ou elevada, de acordo com valores percentuais pré-definidos (Jonat e
Arnold, 2011). Na avaliagdo do Ki-67, existem alguns aspetos a ter em aten¢do, nomeadamente
a credibilidade da contagem devido a heterogeneidade dos tecidos. Para ultrapassar e prevenir
este problema, alguns especialistas optam por fazer uma contagem maior (Camp et al., 2008;
Sapino et al., 2006). Embora seja possivel, nos dias de hoje, usar programas para realizar a
contagem, grande parte dos patologistas optam pela contagem manual, de modo a obter uma
pontuacdo mais confidvel, mesmo estando sujeitos a diferengas na interpretacdo entre
examinadores, o que leva a variabilidade (Konsti ef al., 2011).

A importancia do Ki-67 tem sido analisada em varios estudos dado o seu potencial como
marcador de proliferagdao confiavel, o qual foi demonstrado em diversos tipos de cancro

(Ciancio a et al., 2012; Ishihara et al., 2013; Josefsson et al., 2012; Sorbye et al., 2012a, b).
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1.6. Feijao-frade

Tal como referido anteriormente, o uso de modelos animais ¢ uma mais-valia para
determinar a eficdcia quimiopreventiva de diversos compostos quimicos, alimentos, ou estilos
de vida (Nascimento-Gongalves et al., 2018).

A dieta mediterranica, composta essencialmente por peixe, cereais, azeite, legumes,
leguminosas, fruta e vinho, foi classificada como Patrim6nio Mundial e Imaterial da
Humanidade pela Organizagdo das Nagdes Unidas para a Educacdo, Ciéncia e Cultura
(UNESCO) em 2013. A adesdo a dieta mediterranica estd associada a uma melhoria
significativa no estado de saide de um individuo, com uma redugao significativa nas taxas de
mortalidade relacionadas com as doencas cardiovasculares, na redugdo da incidéncia e morte
por cancro e redu¢do da incidéncia da doenca de Parkinson e Alzheimer. Estes resultados
encorajam a populagdo na adesdo a um padrao dietético semelhante a dieta mediterranica para
prevenc¢ao primaria das principais doengas cronicas (Sofi et al., 2008)

O feijao-frade (Vigna unguiculata, L. Walp) ¢ uma leguminosa presente na dieta
mediterranica, com baixo teor de gordura, rico em ferro e baixo teor calérico, constituindo uma
boa fonte alternativa de proteina. A composicao e valor energético por 100 grama de feijdo esta
presente na Tabela 3. Esta leguminosa ¢ uma fonte rica em compostos bioativos, peptideos,
amido, fibra, fitoquimicos e antioxidantes, assim como em certas vitaminas € minerais,

possuindo caracteristicas especificas que beneficiam a saiide humana de vérias formas.

Tabela 3 - Composicéo ¢ valor energético de feijao-frade (adaptado de Frota et al., 2008).

Componentes Porg¢ao por 100 grama de feijao-frade
Valor energético 323,4 + 0,84 kcal

Proteinas 245+047 g

Lipidos 22+0,02¢g

Fibras 194+1,07¢g

Hidratos de carbono 51,4+0,63 g
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Os compostos fenolicos presentes neste tipo de feijdo caracterizam-se por diferentes
propriedades funcionais nomeadamente antidiabéticas, anti-inflamatorias, ou mesmo
anticancerigenas, uma vez que protege o ADN do dano oxidativo e inibe a proliferacdo celular
(Jayathilake et al., 2018).

Além do efeito benéfico dos compostos fendlicos presentes na leguminosa, estudos
realizados provaram que as proteinas, peptideos e inibidores de proteases do feijao-frade
apresentam efeitos positivos na manutencao do nivel de glicose no sangue, pressao arterial e
também na prevencdo do cancro (Jayathilake et al., 2018). Os peptideos presentes no feijao-
frade apresentaram actividade citotoxica seletiva em diversas linhas celulares cancerigenas,
comprovando assim o seu efeito anticancerigeno (Jayathilake er al., 2018).0 feijao-frade
apresenta na sua constitui¢do altos niveis de saponinas, acido fitico e inibidores de tripsina,
compostos que podem reduzir o risco de desenvolvimento de cancro, nomeadamente cancro
colorrectal, gastrico, da mama, renal e da prostata (Zia-Ul-Haq et al., 2013; Jayathilake et al.,

2018).
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2. Objetivos

Esta dissertacdo teve como objetivo geral avaliar os efeitos da introdu¢do do feijao-frade

na dieta de murganhos fémeas FVB/n as quais foi induzido CCR. Para tal foram considerados

os objetivos especificos:

Avaliar os parametros fisiologicos (consumos de 4gua e ragdo; variacao da massa
corporal e o estado geral) dos animais nos diferentes grupos experimentais.
Identificar e caracterizar as lesdes macroscopicas € microscopicas no cédlon dos
murganhos nos diferentes grupos experimentais.

Determinar o indice de proliferagdo celular, através da técnica de
imunohistoquimica, no coélon dos murganhos nos diferentes grupos
experimentais.

Analisar os efeitos genotdxicos provocados pela inducdo do CCR nos diferentes

grupos experimentais.
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3. Materiais € métodos

3.1. Caracteristicas dos animais

Para a realizacdo deste estudo foram usados quarenta e oito murganhos fémea da estirpe
FVB/n, com idades compreendidas entre as 5 e 6 meses de idade. Estes animais foram
provenientes do cruzamento de uma colonia alojada no Biotério da Universidade de Tras-os-
Montes ¢ Alto Douro (UTAD).

O protocolo animal foi aprovado pelo Comité de Etica para Experimentacdo Animal e
pela Direcdo Geral de Alimentacdo e Veterindria (numero de aprovagdo 010535). Todos os
procedimentos foram realizados em conformidade com a Recomendagdo da Comissdo Europeia
2010/63/EU e pela Lei Nacional (DL n° 113/2013) de Protegao de Animais usados para fins
cientificos. O protocolo experimental decorreu em condi¢des ambientais controladas:
temperatura de 22+2°C, niveis de humidade relativa mantidos entre os 55-65% e fotoperiodo

de 12 horas de dia e 12 horas de noite, com a luz entre as 8.00 e as 20.00 horas.

3.2. Condi¢des experimentais

Os animais foram mantidos em gaiolas de policarbonato duro com superficies lisas e
cantos redondos (Eurostandard Tipo IV S 1500U, Tecniplast, Italia), com cama de carolo de
milho adquirido & empresa Ultragene (Santa Comba Dao, Portugal). Com o intuito de reduzir o
stresse animal e a monotonia foram colocados no interior das gaiolas rolos de cartdao e tubos de
policarbonato duro para proporcionar enriquecimento ambiental.

Cada gaiola foi devidamente etiquetada com indicagdo do grupo. Para manutengdo das
condi¢des de limpeza ¢ higiene da gaiola foi realizada a muda das camas e lavagem das
respetivas gaiolas uma vez por semana.

Foi fornecido acesso ad libitum a 4gua e a ragdo (4RF21® da Mucedola, Itdlia) e
registados os seus consumos, através de pesagens semanais com recurso a uma balanga de

precisdo (KERN® PLT 6200-2A, Dias de Sousa S.A., Alcochete, Portugal).
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3.3. Marcac¢ao dos animais

Durante o protocolo experimental, foi feita a marca¢do na cauda dos animais, com um
marcador preto, sendo este procedimento repetido duas vezes por semana ao longo do

protocolo, para facilitar a sua identifica¢ao, de acordo com a Tabela 4.

Tabela 4 - Marcag@o e numero correspondente de cada animal.

Marcagao N° do murganho
° 1
oo 2
(YY) 3
° 4
— 5
° 6
oo 7
(YY) 8
° B — 9
— — 10
— ° 11
— oo 12
— (X 1) 13

3.4. Protocolo experimental

O protocolo experimental utilizado neste ensaio teve a duragdo de 13 semanas (Figura 6).
Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: controlo nao induzido (n=9),
controlo induzido (n=13), induzido + 20% farinha de feijao frade (FFF) (n=12) e induzido +
50%FFF (n=14). As massas corporais dos animais foram registadas semanalmente ao longo do

ensaio experimental.
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Figura 6 - Esquematizacdo do protocolo realizado.

Para a indugdo do CCR foi utilizado AOM (SIGMA), juntamente com o DSS (SIGMA).
Foi feita uma unica administragdo por via intraperitoneal de AOM (7,5 mg/kg de massa
corporal) a cada animal nos grupos 2, 3 ¢ 4. O grupo controlo ndo induzido foi sujeito a0 mesmo
stresse, tendo sido sujeito a0 mesmo procedimento com soro fisioldgico. Uma semana depois
da inducdo, os animais foram expostos a 1,5% de DSS na agua, previamente fervida, por 7 dias,
em trés ciclos com intervalos de 7 dias. Os valores definidos foram obtidos a partir do intervalo

de valores do modelo AOM/DSS descritos por Thaker e colaboradores (Thaker ef al., 2012).

3.5. Introdugdo do feijao-frade na dieta dos murganhos

O feijao-frade foi adquirido a um produtor local de Coimbra ¢ moido utilizando uma
Vorwerk Thermomix (Figura 7-A). Depois de moido, o feijdo frade foi adicionado a ragdo
standard de animais de laboratorio. Para tal a mesma foi moida seguindo o mesmo
procedimento da farinha de feijao frade (FFF). Depois a FFF foi misturada com a dieta standard
nas percentagens de 20% ¢ 50% (m/m) usando uma misturadora de cozinha (Kenwood Chef
Excel A902) com a adicdo de 5% (m/m) dgua por quilograma de mistura. O ultimo passo
consistiu na formacao de pellets com auxilio da ROTEXMASTER YHKJ250 (Figura 7-B). De
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seguida, deixaram-se os pellets a arrefecer a temperatura ambiente e armazenaram-se no

frigorifico a 5°C até serem introduzidos na dieta dos murganhos.

Figura 7 - Processo de preparagdo da dieta (Ragdo Standard + feijao frade) A- Vorwerk Thermomix; B-

ROTEXMASTER YHKJ250

3.6. Avaliacdo dos endpoints

Durante o protocolo experimental foi realizada a avaliagdo semanal do bem-estar e
aparéncia dos animais usando uma tabela de endpoints (Tabela 5) (adaptada de Oliveira et al.
2017). Através da sua aplicacdo foram avaliados os seguintes pardmetros: condi¢do corporal,
massa corporal, postura, aparéncia do pelo, producdo de muco, aspeto dos olhos, ouvidos e
bigodes, estado mental, estado de hidratagdo, frequéncia respiratdria e cardiaca, temperatura
corporal, medida com o auxilio de um termémetro digital de infravermelhos, a aparéncia das
fezes e presenga ou auséncia de convulsoes. Para cada um dos parametros avaliados foi
atribuida uma pontuacdo. Caso a sua soma atingisse o valor de quatro, o sacrificio dos animais

seria antecipado.

Tabela 5 - Endpoints usados na avaliacdo do bem-estar dos murganhos (adaptada de Oliveira et al., 2017)

Pontuagio* | Parametros
Condig@o corporal

0 Boa condigdo corporal
1 Condigao corporal alterada
2 Emaciado
Massa corporal
0 Normal
1 Perda de massa corporal <10%
2 Perda de massa corporal 10-20%
3 Perda de massa corporal >20% (eutanasia)
Postura
0 Postura normal
1 Alteracdes da postura (Postura ortopneica)
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Aspeto do pelo e grooming

W N~ O

Normal

Falta de grooming

Pelo com mau aspeto, cromodacriorreia

Pelo com muito mau aspeto, cromodacriorreia severa

Muco

W= O

Normal

Ligeiramente anémico
Moderadamente anémico
Anemia severa (eutanasia)

Olho, orelhas e vibrissas

N = O

Normal

Olhos parcialmente fechados, orelha em baixo e falta das vibrissas

Olhos completamente fechados, orelhas curvas e em baixo e falta das
vibrissas (comportamento barbeiro)

Estado mental

W N = O

Normal (alerta, curioso e olhos brilhantes)
Letargico/ Comportamento estereotipado
Estupor

Moribundo / Coma (eutanasia)

Resposta a estimulos externos

W N = O

Normal

Resposta moderada

Resposta moderada com vocalizagdo
Resposta violenta

Estado de hidrata¢do

—_ O

Normal
Prega anormal da pele (baixa elasticidade celular)

Frequéncia respiratoria

W N = O

Normal

Aumentado
Diminuido
Respiracdo abdominal

Frequéncia cardiaca

N - O

Normal
Aumentado
Diminuido

Temperatura corporal

N = O

Normal (35,6-38,9°C)
Hipertermia (>38,9°C)
Hipotermia (<35,6°C)

Aparéncia das fezes

W N == O

Normal

Diarreia

Negras (melena - sangue digerido)
Com sangue

Convulsoes

0
3

Ausente
Presente (Eutanasia)

* Pontuacao de limites criticos: Qualquer animal que atinja uma pontuagdo de 4 ou superior sera eutanasiado.
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3.7. Sacrificio dos animais e recolha de amostras

Oitenta dias apos a administragdo do composto indutor procedeu-se ao sacrificio dos
animais. O sacrificio foi feito utilizando uma sobredosagem de xilazina (20mg/mL) (Rompun®
2%, Bayer Healthcare S.A., Kiel, Alemanha) e ketamina (100mg/mL) (Clorketam 1000,
solu¢do injetavel, Vétoquinol, Barcarena, Portugal) administrada por via intraperitoneal.

Apos o sacrificio, procedeu-se a recolha de sangue, por pungdo intracardiaca, método
recomendado pela FELASA - Federation for Laboratory Animal Science Associations, para
tubos com e sem heparina (Tube Lithium Heparin 0,5 mL, FL MEDICAL, Itilia), de modo a
obter plasma e soro, respetivamente. Depois de exsanguinados foi realizada a necrdpsia a todos
os animais, sendo recolhidos os seguintes 6rgdos: coragao, pulmoes, figado, timo, bago, rins,
intestino, glandulas adrenais e os musculos gastrocnémio e solear.

O cdlon foi recolhido desde a juncao ileocecal até ao anus, sendo registado o seu peso
(balanca de precisito KERN® PLJ 750-3N, KERN & Sohn GmbH, 72336 Balingen,
Alemanha). O célon foi aberto ao longo do eixo longitudinal, procedeu-se a sua lavagem com
PBS e a avaliagdao macroscopica para identificar o desenvolvimento macroscopico de lesoes.
Foi em seguida enrolado, de acordo com a técnica de swiss roll (Bialkowska et al., 2016) e
fixado em formol tamponado a 10% (ITW Reagents, Alemanha) para posterior processamento
para andlise histopatologica e imunohistoquimica.

Concluimos a necropsia com o registo da massa dos restantes orgaos, que de seguida

foram também fixados em formol, para posterior andlise histopatologica.

3.8. Avaliagao histopatologica

As amostras foram processadas de acordo com o procedimento de rotina para microscopia
de luz no Laboratorio de Histologia e Anatomia Patoldgica (LHAP) da UTAD. Apos inclusdo
em parafina, foram realizados cortes de 2um em micrétomo, os quais foram corados com
hematoxilina e eosina (HE). A andlise histopatoldgica foi realizada pela Professora Doutora
Adelina Maria Gaspar Gama Quaresma.

As lesdes proliferativas foram classificadas de acordo com os critérios propostos por

Washington e colaboradores (Washington ef al., 2013).
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O grau de inflamagao foi avaliado de acordo com estudos anteriores (Tian et al., 2013,
Tian et al., 2018). Assim, avaliou-se a severidade da inflamac¢do numa escala de 0 a 3 (0 =sem
inflamacdo, 1 = inflamagao ligeira, 2 = inflama¢do moderada e 3 = inflamac¢do marcada) e a
profundidade da inflamag¢do em 0 a 3 (0 = sem inflamacdo, 1= inflamacdo da mucosa, 2 =
inflamac¢ao da submucosa e mucosa e 3 = inflamagao transmural). Adicionalmente, foi avaliado
o grau de lesdo epitelial em 0 a 3 (0 = epitélio intacto, 1 = interrup¢do da estrutura arquitetural,
2 =presenca de erosdo e 3 = presenga de ulceragdo) e a extensao das lesdes (0 = sem lesoes, 1

= lesdo focal, 2 = lesdo multifocal e 3 = lesao difusa).

3.9. Avaliagdo imunohistoquimica

Neste trabalho foi realizada a técnica de IHQ enzimatica indireta. Foram utilizados cortes
de tecidos de 2um em laminas de vidro revestidas com Silane. O primeiro passo foi a
desparafinagdo dos tecidos. As laminas foram colocadas numa tina de vidro com xilol durante
15 minutos. De seguida, realizou-se a hidratacdo com alcoois decrescentes (100% > 95% > 80%
> 70%) durante 10 minutos em cada um dos primeiros dois alcoois € 5 minutos em cada um
dos restantes. Seguiu-se a recuperagdo antigénica, realizada em micro-ondas, em tampao citrato
(Tabela 6) (pH=6 = 0,2), em 3 ciclos de 5 minutos a 750W. Entre ciclos, verificou-se o nivel

do tampao para evitar a desidratacdo dos tecidos.

Tabela 6 - Preparacao da solugao tampao citrato.

Solug¢ao Tampao citrato: Quantidade para 250 mL de solucio
H,O destilada 225 mL
Acido Citrico 4,5 mL
Citrato de Sodio 20,5 mL

Em seguida, as laminas arrefeceram a temperatura ambiente, sendo posteriormente
colocadas em perdxido de hidrogénio (H202) a 3% durante 30 minutos, para bloquear as
peroxidases endogenas. Apds este passo, as laminas foram lavadas com PBS e realizou-se a
incubacdo com soro universal (Large Volume Ultra V Block, Thermo Scientific), 100 pL por
lamina, durante 30 minutos em camara humida. Seguiu-se a incubagdo com o anticorpo
primario (Ki-67, clone SP6, Abcam), 120 puL por lamina, durante 2 horas a temperatura

ambiente. O anticorpo primario foi diluido previamente em PBS na dilui¢ao 1:500.
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Apds a incubagao com o Ki-67, procedeu-se a lavagem em PBS, seguida da incubagdo com
100 pL de soro biotinilado universal (Biotinylated Goat Polyvalent Secondary, Thermo
Scientific), durante 10 minutos. Apos nova lavagem com PBS, foi efetuada a incubacdo com
100 pL do complexo enzimdtico estreptavidina peroxidase (Streptavidin Horseradish
Peroxidase, Thermo Scientific) durante 10 minutos.

Ap6s lavagem com PBS, a reagdo foi revelada com a adi¢do de 3,3-diaminobenzidina
(DAB) durante 5 minutos, seguida de lavagem em agua corrente. Seguidamente, as laminas
foram coradas com hematoxilina durante 40 segundos, procedendo-se novamente a lavagem
em agua morna corrente durante 10 minutos. De seguida, foi realizada a desidratacdo com
alcoois crescentes (95%(1) < 95%(1I) < 100%(1) < 100%(1I)) durante 10 minutos em cada um
dos primeiros dois alcoois e 5 minutos em cada um dos restantes. Apos desidratagdo, as laminas
foram colocadas numa tina com xilol (diafanizagdo) durante 15 minutos. O ultimo passo
consistiu no processo de montagem, no qual uma lamela é colocada em cima do tecido, com a
adi¢do prévia de uma gota de Entellan. Apos secagem, as laminas foram observadas ao
microscopio de luz, sendo selecionados cinco campos de grande ampliagdo com marcagao
positiva para a proteina Ki-67 (marcac¢do nuclear castanha), as quais foram fotografadas. Para
calcular o valor percentual da imunomarcacao do Ki-67 foi efetuada uma contagem das células
marcadas e ndo marcadas usando o programa QuPath (Quantitative Pathology & Bioimage

Analysis, v0.1.2 para o Windows) (Figura 8).

@ QP (0121 - FC1048K4 - 5 %
Fie Gt Tods View Objects TMA  Memue Avtomste dnsle  Clasdy  Bte
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Llosdpaints | Swepoms

Figura 8 - Tlustra¢do do programa QuPath utilizado para a analise da imunomarcagio do Ki-67 (Vermelho- niicleo
com marcagdo positiva, Verde- nicleo com marcagio negativa).
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3.10. Ensaio cometa

A preparagdo das laminas, desde a recolha da amostra durante a realizacao da necropsia
até a visualizacdo microscopica, foi realizada com o apoio do aluno de doutoramento Jodo
Ferreira, orientado pela Professora Isabel Gaivao, na Universidade de Tras-os-Montes e Alto
Douro, sendo que a visualizagdo microscopica ficou exclusivamente a nossa responsabilidade.

O primeiro passo para a preparacao das laminas ¢ denominado precoating. Neste passo €
usada uma solugdo de agarose a 1% com ponto de fusdo normal (PFN) (Sigma) de 89°C para
revestir a superficie da lamina onde serdo colocadas as amostras. Para finalizar a preparacdo da
lamina, esta ¢ deixada a secar a temperatura ambiente.

A solugao de agarose a 1% ¢ preparada adicionando 1 g de agarose PFN em p6 a 100 mL
de agua destilada. A agarose ¢ aquecida em banho-maria, a cerca de 90°C ou entao ¢ utilizado
o micro-ondas, sendo depois colocada em banho-maria a 55°C para evitar a solidificacdo.

A preparagdo da amostra ¢ o proximo passo: do sangue total recolhido aos murganhos
durante o sacrificio, sdo pipetados 30 pl para um microtubo juntamente com 1 mL de solug¢do
de agarose a 1% com ponto de fusdo baixo (PFB) (UltraPure™ Low Melting Point Agarose,
Invitrogen). A solucdo de agarose PFB a 1% ¢ obtida através da adi¢ao de 0,3g de agarose PFB
em po a 30 mL de tampao fosfato salino (PBS).

De seguida, sdo pipetados 6 pl da suspensao celular para a superficie precoated da 1amina,
para formar 1 gel. Este processo ¢ repetido 2 vezes em cada lamina, ou seja, 2 géis por lamina.
Para cada amostra foram realizadas 4 repeti¢des, 2 para analise sem enzima e 2 para analise
com enzima. Por fim, ¢ colocada uma lamela por cima da ldmina com as amostras e colocadas
no frigorifico durante 5 minutos para permitir a solidificagdo do gel.

Ap6s a solidificacdo, ¢ realizado o processo de lise a baixa temperatura, no frigorifico,
durante 1 hora. A solugdo de lise foi preparada de acordo com a Tabela 7.

Ap0s a lise € realizado o tratamento enzimatico em duas das 4 1aminas com a mesma
amostra, sendo que as restantes nao realizam este passo.

Neste processo ¢ necessaria a preparacao do Buffer F, solu¢do padrao usada para diluigdo

da enzima FPG, preparada de acordo com a Tabela 8.
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Tabela 7 - Preparacdo da solugdo de lise celular.

Solucio de lise Quantidade para 1 L de HZO destilada
2,5 M NaC(l 146,1 g
0,1 M EDTA 3722 g
0,01 M Tris 121¢g
10 M NaOH +20 mL para colocar o pH a 10
1 mL Triton X-100 por 100 mL solugao 10 mL Triton X-100

Apbs a lise, retiram-se as laminas do frigorifico e sdo feitas 3 lavagens com o buffer F
durante 5 minutos cada, no frigorifico. Enquanto as laminas estdo no frigorifico é preparada a
enzima. A 10 ul de FPG sdo adicionados 300 ul de Buffer F, colocando-se de seguida em gelo.
As laminas sujeitas tratamento enzimatico sdo adicionados 30 ul de FPG por gel as laminas,
sendo que as restantes laminas sem enzima levam apenas buffer F. Por fim, ¢ colocada uma
lamela grande em cada uma das laminas e vao todas a estufa a 37°C durante 30 minutos para
ativar a enzima. No final deste tempo, as laminas sdo preparadas para a eletroforese, sendo
colocadas na tina de eletroforese no frigorifico com as laminas cobertas pela solugdo alcalina
de eletroforese. Para a preparagdo de 1 litro de solugdo de eletroforese sdo usados 30 mL de
NaOH a 10 M, 1 mL de EDTA a 1M e, por fim, perfaz-se o restante com 969 mL de dgua
destilada. Por fim, a tina ¢ deixada no frigorifico durante 30 minutos para permitir a

desnaturagao do ADN.

Tabela 8 - Preparacdo da solucao Buffer F.

Buffer F Quantidade para 1 L de HZO destilada
0,04 M HEPES 9,53 g

0,1 M KClI 7,46 g
0,0005 M EDTA 0,19¢g
0,2 mg/mL BSA 0,20 g

6 M KOH + 45 mL para colocar o pH a 8

A tina de eletroforese ¢ retirada do frigorifico para a realizacdo da eletroforese. Os
elétrodos sdo ligados e ¢ dado o inicio da corrida durante 30 minutos a 25 V e 300 mA. Apds a

realizagdo da eletroforese, as 1dminas sdo retiradas da tina e ¢ feita uma primeira lavagem em
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PBS durante 10 min a 4°C (frigorifico) e uma segunda lavagem com agua destilada durante 10
min a 4°C (frigorifico).

O passo final ¢ a fixacdo em etanol a 70% durante 15 min e em etanol a 96% durante 15
min, pela respetiva ordem. No final deste passo, as ldminas sdo colocadas a secar a temperatura

ambiente até a sua visualizacao.

3.10.1.  Analise microscdpica

O passo final do ensaio cometa realiza-se através da quantificacdo visual. Com o auxilio
de uma micropipeta, adicionam-se 20 ul de DAPI a cada gel e cobre-se com lamela para poder
ser observado ao microscopio de fluorescéncia. Até ser feita a observagdo microscopica, as
laminas coradas devem ser mantidas no escuro para evitar perder a coloragao.

Para a analise do gel, sao avaliados 100 cometas em cada gel, utilizando o microscéopio
de fluorescéncia, com amplia¢do de 40x; em seguida, avalia-se cada cometa na sua respetiva

categoria, definida através da escala presente na Figura 9.

Figura 9 - Escala para a quantificacdo de cometas (Collins et al., 2004).

A contagem dos cometas ndo deve ser feita nas bordas do gel, onde se acumulam com
niveis anormais de danos elevados. O resultado ¢ obtido através da soma do valor das diferentes
classes multiplicado pelas células de cada classe, obtendo-se um valor entre 0 ¢ 400 unidades

arbitrarias (UA) para cada gel.
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Os géis sem tratamento enzimatico ddo uma estimativa das quebras basais na cadeia de
ADN, enquanto os géis tratados com enzima mostram nao so as quebras basais na cadeia de
ADN como também as quebras provocadas pela clivagem da cadeia, por parte da FPG, das

bases oxidadas, as quais ndo surgem no ensaio sem enzima.

3.11. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa IBM SPSS® (Statistical
Package for the Social Sciences, versao 25 para Windows, SPSS). Foram calculadas as médias
e erros padrdo da massa corporal, das massas relativas dos orgaos por grupo. Para determinar
as diferencas significativas entre os grupos, relativamente aos parametros referidos
anteriormente, temperatura, ensaio cometa ¢ imunomarca¢do do Ki-67, foi realizada uma
analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. O nivel de significancia usado
foi p<0,05.

As formulas seguintes foram usadas para calcular trés parametros:

* Consumo médio de agua por animal e por dia;

* Consumo médio de comida por animal e por dia;

* Massa relativa dos 6rgaos.

Consumo Médio de dgua por animal e por dia

Massa inicial de agua — Massa final de 4gua

n? de dias entre a pesagem final e inicial X n? de animais por gaiola

Consumo Médio de comida por animal e por dia

Massa inicial de comida — Massa final de comida

n? de dias entre a pesagem final e inicial X n? de animais por gaiola

Massa Relativa dos orgaos

Massa do 6rgao

~ Massa corporal final do animal
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4. Resultados

Durante o ensaio experimental, a taxa de mortalidade foi nula; no entanto, um animal do
grupo 1 (Controlo) morreu, devido a fatores externos, sendo consequentemente retirado do

numero total de animais presentes nesta dissertacao.

4.1. Parametros fisiologicos

4.1.1. Consumo médio de comida e 4gua

As médias dos consumos de comida e dgua, desde o inicio até ao final do ensaio estdao
descritas nas Figuras 10 e 11, respetivamente.

Quanto ao consumo de comida, ao longo do protocolo, os animais do grupo controlo e
induzido + 20%FFF apresentaram o maior consumo médio: 4,22 g e 4,32 g, enquanto o grupo

induzido e induzido + 50% apresentaram o menor consumo médio: 3,97 e 3,83, respetivamente.

Consumo médio de comida
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Figura 10- Consumo médio de comida por grupo ao longo do protocolo experimental.
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Relativamente ao consumo de dgua ao longo do ensaio experimental, este foi maior no
grupo induzido + 20%FFF, com um consumo médio de 6,07 mL por animal ao longo do ensaio.
O grupo que apresentou menor consumo médio de agua foi o grupo induzido + 50%FFF, com
um consumo de 5,12 mL por animal. Os animais dos restantes grupos, controlo e induzido,

tiveram como média de consumo 5,53 mL e 5,59 mL por animal, respetivamente.

Consumo médio de agua
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Figura 11 - Consumo médio de agua por grupo ao longo do protocolo experimental.
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4.1.2. Média da massa corporal

Na figura 12, pode observar-se a variacdo da média da massa corporal dos murganhos
desde o inicio até ao final do ensaio experimental. Foi realizada a anélise estatistica para cada
pesagem durante o tempo experimental, sendo as mais relevantes: P5, apds a administracao de
AOM, e P8, P10 e P12, referentes a ingestdo do DSS na 4gua. Pode observar-se um aumento
da média da massa corporal em todos os grupos ao longo do ensaio experimental, sendo superior
no grupo induzido + 50%FFF.

Apesar das variacdes da média da massa corporal ao longo do ensaio, apenas foram
verificadas diferengas estatisticamente significativas entre o grupo controlo e o grupo induzido

+ 50%FFF nas pesagens 4 ¢ 6.

Massa corporal

28,50
28,00
27,50
27,00

26,00
25,50

2500 o _
24,50

24,00 )]

23,50

23,00

22,50

22,00

21,50

Massa corporal média (g)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Pesagens

=@==_Cntrolo ==@==Controlo Induzido Induzido + 20%FFF Induzido + 50%FFF

*p<0,05 diferenga estatisticamente significativa entre o grupo 1 ¢ 3
** p<0,05 diferenga estatisticamente significativa entre o grupo 1 e 3

Figura 12 - Evolug@o da média da massa corporal dos animais ao longo do ensaio experimental.
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4.1.3. Média da massa relativa dos 6rgaos

Analisando as Figuras 13, 14, 15 e 16, correspondentes a representacdo média da massa
relativa dos pulmdes, baco, figado, timo, rins e adrenais, € possivel verificar que ndo existem
diferencas significativamente estatisticas, ao contrario da figura 17, que corresponde a
representacdo média da massa relativa do cdlon, onde ¢ possivel verificar uma diferenca
significativamente estatistica (p<0,05) entre o grupo induzido + 20%FFF em compara¢do com

0S outros grupos.
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Figura 13 - Representacdo da média da massa relativa dos pulmdes e bago.
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Figura 14 - Representacdo da média da massa relativa do figado e timo.

36



Resultados

Massa relativa

Rim esquerdo Rim direito

0.006000 ﬂ% 2, = = \w&\ 7 =
i % /g’ = fw % g =
0,003000 \ / E E : \ / E

% / e =3 \\\\\ / —
0001500 % é é =y % é %
e N\ Z = N Z =

nEmEE DS

Figura 15 - Representagdo da média da massa relativa do rim esquerdo e direito.
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Figura 16 - Representacdo da média da massa relativa das adrenais esquerda e direita.
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*p=0,00538 diferenga estatisticamente significativa entre o grupo 3 ¢ 4
** p=0,00505 diferenca estatisticamente significativa entre o grupo 3 e 2
*** p=0,00636 diferenga estatisticamente significativa entre o grupo 3 e 1

Figura 17 - Representacdo da média da massa relativa do co6lon.
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4.2. Avaliagao dos endpoints

Uma vez que ndo se verificaram alteragdes estatisticamente significativas nos restantes
parametros, apenas foi realizada a anélise estatistica dos seguintes parametros: temperatura
corporal (Figura 18), olhos, orelhas e vibrissas (Tabela 9), postura (Tabela 10) e estado mental
(Tabela 11).

O resultado da medi¢do semanal da temperatura dos murganhos pode ser observado na
Figura 18, verificando-se heterogeneidade na média obtida por grupos ao longo do ensaio

experimental.

Temperatura corporal
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Figura 18 - Temperatura corporal média apresentada por grupo ao longo do protocolo experimental.

Apenas no grupo Induzido + 50%FFF, mais especificamente numa das duas gaiolas
pertencente ao grupo, foram verificadas alteracdes ao nivel dos pardmetros olhos, orelhas e
vibrissas (Tabela 9). No grupo referido, os animais apresentaram “comportamento barbeiro”
caracterizado pelo corte das vibrissas dos animais. Relativamente as alteragdes ao nivel da
postura dos animais, foram verificadas vérias alteragdes nos trés grupos induzidos ao longo do
protocolo experimental, maioritariamente no grupo Induzido + 50%FFF (Tabela 10). Os
animais apresentaram uma postura curvada devido a, possivelmente, dor abdominal causada
pela exposicao ao agente inflamatorio. Relativamente ao estado mental (Tabela 11), do inicio

ao final do ensaio verificdmos que os murganhos adotavam comportamentos repetitivos,
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denominados de “Comportamento estereotipado”. Este comportamento revela alteracdes no
estado da satde mental do animal induzidos por diferentes fatores.
Os restantes parametros ndo revelaram variagdes permanecendo com uma pontuagdo de

zero em todos os grupos ao longo do periodo experimental.
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Tabela 9 - Numero e percentagem de animais com alteragdes no parametro "Olhos, Orelhas e Vibrissas™.

(%09) | (%09 | (%09 | (%08 | (%09 | (%09 | (%09 | (%08 | (%08) | (%0S) AAA%0S
L L L L L L L L L L +
opiznpuy
(%09) | (%09 | (%09 | (%09 | (°%09) | (%09 | (%09 | (%09 | (%09 | (2%09) | (%001) | (%001) | (%001)
L L L L L L L L L L 4! 4! 4!
A44%02
+
opiznpuy
(%001 | (%001 | (%001 | (%001) | (%001 | (%001 | (%001) | (%001 | (%001 | (%001 | (%001 | (%001 | (%001)
4! 4! 4! 4! 4! 4! 4! 4! 4! 4! 4! 4! 4!
opiznpuy
(%001) | (%001 | (%001 | (%001 | (%001 | (%6001 | (26001 | (26000 | (26000 | (26001 | (%001 | (%001) | (%001)
€1 €1 €1 €1 €1 €1 €1 €1 €1 €1 €1 €1 €1
o[o.ypuo))
(%001) | (%001 | (%001 | (%001) | (%001 | (%001 | (%001 | (%001 | (%001 | (%001 | (%001 | (%001 | (%001)
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Oes no parametro "Postura".

Tabela 10 - Numero e percentagem de animais com alterag
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Tabela 11 - Numero e percentagem de animais com alteragdes no parametro "Estado mental".
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4.3. Analise histopatologica

Durante a necropsia, ndo foram observadas lesdes macroscopicas no intestino (Figura 19).
Na Tabela 12 estdo identificadas as lesdes proliferativas observadas no célon e reto durante a
avaliagdo histopatologica. O grupo controlo ndo apresentou qualquer tipo de lesdo proliferativa
(Fig. 20), enquanto os grupos induzidos apresentaram lesdes displasicas (Fig. 21) e
adenocarcinomas (Fig. 23 e 24), em percentagens semelhantes. O grupo induzido apresentou 5
(38,46%) animais com displasia e um animal (7,69%) com adenocarcinoma no reto. O grupo
induzido + 20% FFF apresentou a maior percentagem de lesdes face aos restantes grupos
induzidos com 6/12 (50%) animais a exibirem lesdes displasicas e 2/12 (16,67%) animais a
apresentarem adenocarcinomas, também no reto. O grupo induzido + 50% FFF apresentou 5/14

(35,72%) animais com displasia epitelial e apenas um (7,14%) com adenocarcinoma no co6lon.

Figura 19 - Aspeto macroscopico do colon de murganho do grupo controlo (A) e induzido (B), sem presenca de
alteragOes visiveis.

Tabela 12 - Lesdes histopatologicas identificadas no intestino dos animais nos diferentes grupos experimentais.

Controlo 9 (100%) 0 (0%) 0 (0%)

Induzido 7 (53,85%) 5 (38,46%) 1(7,69%)
Induzido + 20%FFF 4 (33,33%) 6 (50%) 2 (16,67%)
Induzido + 50%FFF 8 (57,14%) 5 (35,72%) 1(7,14%)
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Figura 20 - Colon de murganho sem alteragdes, grupo controlo (HE, 200%).

Figura 21 - Colon de murganho com presenga de infiltrado inflamatorio ligeiro
na mucosa, grupo induzido. (HE, 200x).
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Figura 22 - Coélon de murganho com presenga de infiltrado inflamatorio moderado,
associado a displasia, grupo induzido (HE, 200x).

Figura 23 - Colon de murganho: adenocarcinoma. Proliferagéo carcinomatosa de
células epiteliais associadas a atipia citonuclear e presenca de mitoses;
grupo induzido + 50% FFF (HE, 200x).
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Figura 24 - Reto de murganho: adenocarcinoma. Proliferagdo carcinomatosa de
células epiteliais associadas a atipia citonuclear, presenca de mitoses e
microinvasdo do estroma adjacente, que apresenta inflamagéo e
desmoplasia; grupo induzido (HE, 200x).
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No que diz respeito a avaliagdo da inflamacao no intestino, observou-se que a maioria
dos animais apresentou algum grau de inflamagdo, sendo esta mais evidente e marcada nos
grupos induzidos, sobretudo os suplementados com FFF 20% (Tabela 13). Enquanto o grupo
controlo se caracterizou maioritariamente por inflamacao ligeira da mucosa (Fig. 21), sem lesao
epitelial, os restantes apresentaram na maioria dos casos inflama¢cdo moderada (Fig. 22),
multifocal, ocasionalmente com extensdo a submucosa. Nao foi observada ulceracdo em
nenhum grupo, sendo a lesdo epitelial apenas observada nos grupos suplementados com FFF
que, no entanto, apresentaram um grau leve de dano epitelial. Nenhum dos animais apresentou

um processo inflamatorio transmural ou difuso.

Tabela 13 - Avaliag¢do do grau de inflamagao do intestino nos diferentes grupos (média dos scores observados em

cada grupo).

Grupo Severidade Profundidade Dano epitelial Extensio
Controlo 0,88+0,600 0,330,500 00,00 0+0,00
Induzido 1,420,515 1+0,00 0+0,00 1,67+0,492

Induzido + 20%FFF 1,67+0,492 1,67+0,492 0,67+0,985 1,83+0,389
Induzido + 50%FFF 1,570,646 1,36+0,497 0,360,633 1,860,363

Ocasionalmente, os restantes orgaos (pulmao, figado, rim) apresentaram escassos focos
de infiltrado inflamatorio mononuclear (inferior a 5 focos), tanto nos grupos controlo como

induzidos, com ou sem suplementagao.
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4.4. Imunohistoquimica

4.4.1. Ki1-67

Na Tabela 14 estd representada a média percentual de células epiteliais marcadas
positivamente com Ki-67 no colon. Sete casos foram excluidos, porque ndo apresentavam
qualquer marcacao (Figura 25). Verificou-se que este anticorpo também marcava algumas
células inflamatorias (linfocitos e plasmocitos) € que a maioria das células positivas

apresentavam figuras de mitose.

Os grupos induzidos com suplementagdo apresentaram a maior taxa de proliferacao, em
especial o grupo induzido + 20% FFF (Figura 26), com a média de 2,24% (erro padrao de

0,5997.) Contudo, ndo se verificaram diferengas estatisticamente significativas entre os grupos.

Tabela 14 - Média percentual de células marcadas com Ki-67 por murganho nos 4 grupos experimentais.

Grupo Ki-67 Positivo (% =+ erro padrio)
Controlo 1,3689+0,1938
Induzido 0,9846+0,1155

Induzido + 20%FFF 2,2429+0,5997
Induzido + 50%FFF 1,5564+0,4027
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Figura 25 - Cdlon de murganho: imunomarcacdo negativa para o Ki-67, grupo controlo (Hematoxilina de
Gill, 400x).

Figura 26 - Colon de murganho: imunomarcagao positiva para o Ki-67, grupo Induzido + 20%FFF
(Hematoxilina de Gill, 400x).
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4.5. Parametros de genotoxicidade

4.5.1. Ensaio cometa em sangue

A Figura 27 corresponde aos resultados obtidos pelo ensaio cometa com e sem o uso da
enzima FPG. O ensaio cometa sem enzima permitiu detetar o dano basal (azul), enquanto o
ensaio cometa com FPG permitiu detetar o dano oxidativo juntamente com o dano basal. O uso
da enzima permite determinar o dano oxidativo (laranja) através da diferenca do resultado do

ensaio cometa com enzima € sem enzima.

Ensaio cometa

100
90
80
70
60
50
40
30

20
0

Controlo Controlo induzido Induzido + 20%FFF Induzido + 50%FFF

Unidades arbitrarias

Figura 27 - Representacdo da média de dano basal e dano oxidativo por grupo em unidades arbitrarias (UA).

Relativamente aos resultados obtidos das amostras sem tratamento enzimatico, ou seja,
referentes ao dano basal, o valor médio para o grupo controlo foi de 70 UA, de 38,4 UA para o
grupo controlo induzido, de 19,6 UA para o grupo induzido + 20% FFF e de 25,4 UA para o
grupo induzido + 50% FFF, com erro padrdo de 5,35, 3,57, 2,10 e 1,55, respetivamente.

Relativamente ao dano oxidativo calculado, obtido a partir das amostras com FPG, o valor
médio para o grupo controlo foi 17 UA, de 34,2 UA para o grupo controlo induzido, de 67,9
UA para o grupo induzido + 20% FFF e de 48,9 UA para o grupo induzido + 50% FFF, com
erro padrdo de 12,92, 10,66, 7,80 ¢ 12,38, respetivamente.

Nao se verificam quaisquer diferencgas significativas entre grupos relativamente aos danos

oxidativos. No entanto, nos resultados obtidos sem FPG (dano basal) verificam-se diferengas
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significativas entre o grupo controlo em relacdo ao grupo induzido + 50% FFF (p<0,05) e em

relacdo ao grupo induzido + 20% FFF (p<0,05).
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Pagina propositadamente deixada em branco
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5. Discussao

O CCR ¢ um dos maiores problemas de satde nos paises industrializados, sendo
importante definir ndo s6 estratégias terapéuticas, mas também preventivas, tal como a pratica
de uma dieta saudavel.

A dieta tem um papel muito importante no desenvolvimento do CCR. Nos ultimos
tempos, foram feitas descobertas resultantes de uma investigacdo experimental e
epidemioldgica, que ligaram o consumo de varios alimentos e nutrientes ao risco de CCR (Song
et al., 2015). Integrantes de uma dieta saudavel fazem parte o calcio, a fibra, o leite e o grao
integral, relacionados com um menor risco de desenvolver CCR, enquanto o consumo de carne
vermelha e/ou processada se encontra associado a um risco acrescido de desenvolver esta
neoplasia (Aune ef al., 2013; Song et al., 2015). Apds avaliar 11 meta-analises relativamente a
relacdo entre o consumo de carne vermelha e o risco de CCR, Aykan (2015) concluiu que o
consumo de carne vermelha e processada aumenta entre 20% a 30% a probabilidade de
desenvolver esta neoplasia. A dieta influencia a carcinogénese colorretal através da interacdo
com varios mecanismos. Estes incluem os efeitos diretos na capacidade de resposta imune e
inflamagao, ¢ os efeitos indiretos da sobrenutricdo e¢ obesidade, considerados fatores de risco
para o CCR. Estao publicados varios estudos que confirmam os potenciais efeitos preventivos
de determinados constituintes da dieta, tais como frutas e legumes (Sofi et al., 2008; Song et
al., 2015).

Zhu e colaboradores realizaram uma meta-analise com o intuito de esclarecer a relagao
controversa entre o consumo de legumes e a diminuicdo do risco de CCR. Estes autores
concluiram existir uma relagdo direta entre o consumo de legumes, particularmente legumes
ricos em fibras como as leguminosas (soja, feijdo, feijao frade, entre outros) e a diminuicao do
risco de CCR. No entanto, destacam a necessidade de realizar mais estudos para consolidar ¢
validar esta associacdo, de forma a assegurar uma melhor defini¢do dos ingredientes a incluir
na dieta (Zhu et al., 2015).

O mecanismo subjacente ao possivel efeito protetor da ingestdo de legumes relativamente
ao risco de CCR ¢ complexo devido a grande variedade de interacdes das propriedades
anticancerigenas presentes nos legumes. Os flavonoides sdo 0os compostos com propriedades
anticancerigenas mais importante dos legumes, especialmente as isoflavonas. Os flavonoides

presentes nos vegetais inibem o crescimento de células tumorais interferindo na actividade da
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proteina cinase envolvida na regulacdo da proliferacdo celular e apoptose (Akiyama et al.,1987;
Constantinou et al., 1990). Os vegetais sdo boas fontes de proteina, vitamina E, vitamina B,
selénio e lignano com potenciais efeitos cancerigenos preventivos. Os vegetais possuem um
elevado teor em vitamina B6 e foi reportado que a sua ingestdo consegue reduzir o risco de
CCR (Jang et al., 2001; Larsson et al., 2010; Zhu et al., 2015).

O feijao-frade e as propriedades dos seus componentes foram objetivo de estudo em
varios trabalhos dada a natureza dos seus efeitos, tal como a acdo hipocolesterolémica,
antidiabética, anti-inflamatoria, anti-hipertensa e, sobretudo, a atividade anticancerigena. A
actividade anticancerigena foi confirmada por Joanitti e seus colaboradores, ao usarem um
inibidor de protease Bowman—Birk purificado a partir do feijao-frade numa linha celular de
cancro da mama (MCF-7), onde demonstrou efeito citostatico e citotdxico provavelmente
associado a inducdo de apoptose (Joanitti et al., 2010). Por outro lado, as propriedades
antioxidantes do feijao-frade foram exploradas por Nassourou e sua equipa através do estudo
do genoma da semente e do seu conteido em flavonoides, mostrando até ser possivel escolher
as sementes com maior potencial antioxidante para o interesse do produto (Nassourou et al.,
2016). Os antioxidantes protegem as cé€lulas do stresse oxidativo que pode iniciar € promover
a carcinogénese induzindo mutagdes genéticas, danos no ADN, instabilidade do genoma,
proliferacdo celular e inflamagdo (Song ef al., 2015). A elevada capacidade antioxidante e
restantes vantagens associadas ao consumo de feijao-frade fazem desta leguminosa o candidato
ideal para a prevencdo do dano no ADN.

Considerando os pressupostos anteriores, este trabalho foi delineado com o objetivo de
avaliar os efeitos da introducdo do feijdo-frade na dieta de murganhos fémeas FVB/n num
modelo animal de inducdo quimica do CCR. O modelo de indu¢gao AOM/DSS tem demonstrado
ser um método eficaz para investigar a patogenia e a quimiopreven¢do da carcinogénese do
colon. Pode ainda ser usado em diversas situacdes, permitindo uma facil detecdo de agentes
carcinogénicos ambientais (Mirvish et al., 2002), modificadores de risco tumoral (Hata et al.,
2006), bem como o estudo do efeito de novos agentes quimiopreventivos (Kohno et al., 2006)
contra 0 CCR (Rosenberg et al., 2009).

A estirpe de rato FVB/n foi selecionada devido a sua boa suscetibilidade para o
desenvolvimento de tumores. Estudos realizados verificaram que apods a indugdo quimica com
AOM/DSS, todos os murganhos desenvolveram adenocarcinomas no célon distal, semelhantes
aos observados em pacientes com CCR, tornando esta estirpe ideal para a experimentagdo em

CCR (Barderas et al., 2013). Tendo em conta o nosso conhecimento e através de varias
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pesquisas bibliograficas exaustivas assumimos que este € o primeiro trabalho experimental em
que se avalia o efeito do feijdo-frade in vivo em murganhos FVB/n fémeas induzidos
quimicamente com CCR.

Verificamos que a média da massa corporal dos animais em todos os grupos aumentou
durante a experiéncia; a alteracdo a dieta e carcinogénese a que foram sujeitos ndo interferiu na
fisiologia normal dos animais. Este ¢ um pardmetro importante a avaliar para compreender o
impacto dos procedimentos realizados nos animais (Faustino-Rocha et al., 2019). O grupo
induzido + 50%FFF apresentou o maior aumento de massa corporal ao longo do ensaio. Ja o
grupo induzido + 20%FFF apresentou o maior consumo médio de comida e dgua ao longo do
ensaio, nao se verificando diferencas estatisticamente significativas entre grupos. No entanto,
quando foi adicionado DSS a dgua, verificou-se um aumento estatisticamente significativo no
consumo de agua, principalmente na terceira exposi¢do ao DSS. A diferenga estatisticamente
significativa obtida em comparacdo com o grupo controlo, vem contrariar o que Benoit
Chassaing e os seus colaboradores concluem no seu estudo sobre o uso de DSS na indugao de
colites em murganhos, obtendo valores semelhantes no consumo de dgua com DSS entre o
grupo controlo e os expostos ao DSS (Chassaing et al., 2014). Se seguirmos os valores de
consumo médio de 4gua e comida, tal como a massa corporal média da estirpe FVB/n definida
por Bachmanov ¢ os seus colaboradores, podemos assumir que os nossos resultados estdo
dentro dos parametros normais da estirpe (Bachmanov et al., 2002). VerificAmos uma média da
massa relativa do colon superior, estatisticamente significativa, entre o grupo induzido +
20%FFF e os restantes grupos. Uma vez que o grupo induzido + 20%FFF apresentou niveis de
inflama¢do mais elevados e maior nimero de lesdes observadas por grupo (apesar de ndo
macroscopicas), o aumento da média da massa relativa do colon € coerente com as lesoes
histopatologicas identificadas.

A andlise dos endpoints foi introduzida para controlar o bem-estar dos animais durante o
protocolo experimental. Nao foram observadas alteragdes suficientes (score>4) nos parametros
alterados dos animais que justificasse a cutanisia dos mesmos antes da data prevista para
termino da experiéncia. As alteragdes observadas na postura dos animais sao, na nossa opiniao,
a reagdo a exposi¢ao ao DSS, que provoca dor abdominal ¢ desconforto, induzindo a postura
curvada dos animais. As altera¢des no estado mental sio comuns e devem-se essencialmente a
idade dos animais e indu¢do/aumento de stresse, que ¢ influenciado pelo numero de murganhos
por gaiola, manuseamento ou falta de enriquecimento ambiental. V3ikar e a sua equipa fizeram

um estudo sobre o comportamento de varias estirpes e resposta comportamental em situagdes
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de ansiedade, concluindo que a estirpe FVB/n apresentava hiperatividade espontanea quando
exposta aos diferentes testes realizados no estudo comportamental (Voikar et al., 2001).
Relativamente ao parametro olhos, orelhas e vibrissas, foram apenas observadas alteragdes num
grupo (induzido + 50% FFF), mais precisamente numa sé gaiola, onde o comportamento
barbeiro tipico dos murganhos levou a que todos os murganhos da gaiola perdessem as
vibrissas. Relativamente a temperatura corporal, medida com o auxilio de um termdémetro
digital de infravermelhos, concluimos que a determinagdo deste parametro através desta
metodologia impede a obtencao de resultados fiaveis, porque os animais s@o muito agitados e
a distancia de colocagdo do mesmo junto ao animal inviabiliza uma determinagdo precisa.
Devido a inexisténcia de estudos sobre endpoints usando a mesma estirpe ¢ procedimento
experimental semelhante, ndo foi possivel estabelecer uma comparagdo dos resultados obtidos

neste estudo, com outros realizados previamente.

A analise histoldgica ao intestino permitiu identificar lesdes microscopicas proliferativas
no coélon e reto de murganhos dos grupos induzidos. Porém, ndo foi identificada qualquer lesao
macroscopica quer no grupo controlo quer nos grupos induzidos. Os grupos induzidos com
AOM/DSS, com ou sem a adi¢cdo de feijao-frade a dieta, apresentaram lesdes displasicas e
adenocarcinomas, em percentagens semelhantes, tendo o grupo induzido + 20%FFF maior
percentagem de lesdes face aos restantes grupos induzidos. A presenga de lesdes demonstra que
0 AOM ¢ eficaz na carcinogénese do CCR em conjunto com o agente inflamatério DSS.
Relativamente ao nimero de administragdes ¢ a dose de AOM, assim como a concentragao de
DSS (1,5%) ¢ o ciclo de administragdes, consideramos que o objetivo da inducdo foi atingido;
no entanto, apenas foi possivel identificar lesdes microscopicas e nem todos os animais
induzidos apresentaram lesdes. O protocolo de indu¢do usado tinha como objetivos diminuir o
stresse, desconforto e taxa de mortalidade. Para observarmos lesdes macroscopicas poderiamos
optar por seguir a metodologia de investigadores como Choi e colaboradores, que optaram por
administrar uma inje¢do via intraperitoneal (i.p.) de AOM numa dose 10 mg/kg, seguida da
exposicdo do DSS diluido em agua a 2,5% durante sete dias, obtendo-se assim lesdes
macroscopicas e microscopicas (Choi et al., 2017). Em alternativa, poderiamos manter todo o
modelo de indu¢do usado ¢ adiar o sacrificio dos animais para mais tarde. Os resultados
relativos a inflamagdo do intestino mostram que a maior parte dos animais apresentou algum
grau de inflamacdo, sendo esta mais evidente e marcada nos grupos induzidos, sobretudo os
suplementados com FFF 20%. Teoricamente, os grupos onde foi usada a dieta com feijdo-frade,

legume que deveria agir como protetor intestinal, apresenta valores superiores ao grupo
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induzido sem suplementacdo de FFF, o que contraria a literatura e resultados de outros

investigadores. Novos estudos sdo necessarios para garantir a eficacia da metodologia utilizada.

O Ki-67 foi utilizado para avaliar o indice de proliferacdo na mucosa coldnica e avaliar
se a ingestdo de dieta suplementada com FFF influencia a sua proliferacao (Bird et al., 1987;
Siu et al., 1997; Papanikolaou et al., 2000; Nambiar et al., 2003). Os nossos resultados nao
apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre os grupos, porém o grupo induzido
+ 20% FFF, apresentou a maior média percentual de células epiteliais marcadas positivamente
com Ki-67. Verificdmos que o clone do anticorpo usado também marcava algumas células
inflamatorias (linfécitos e plasmocitos), estroma e que a maioria das células positivas se
encontravam em mitose, pelo que o anticorpo poderd ndo estar a detetar todas as células em
proliferacdo. Consideramos que devem ser realizados novos testes com um novo anticorpo para

se obterem resultados mais coerentes.

Relativamente ao ensaio cometa, os resultados obtidos ndo foram muito precisos, pelo
que deveriam ter sido analisadas mais laminas. No caso dos valores obtidos no ensaio cometa
sem enzima, eram esperados valores superiores nos grupos induzidos, verificando-se o oposto,
uma vez que se observaram valores muito superiores no grupo controlo. Quanto ao ensaio
cometa com enzima FPG, os valores obtidos sdo mais coerentes; uma vez que a inducao
carcinogénica leva ao aumento do dano oxidativo, verificou-se um aumento consideravel nos
danos do ADN face ao dano basal nos grupos induzidos, quando em compara¢do com o grupo
controlo. Relativamente as diferencas significativas observadas no ensaio cometa sem FPG,
entre o grupo controlo e os grupos induzido + 50% FFF (p<0,0001) e induzido + 20% FFF
(p<0,0001), ndo ¢ possivel retirar conclusdes concretas, uma vez que 0s grupos apresentam
mais do que uma variavel, nomeadamente a indu¢ao do CCR e a alteragao da dieta, quando
comparados ao grupo controlo. Estudos prévios realizados pelo nosso grupo demonstraram que
a suplementacdo de 70% de feijdo-frade na dieta do murganho macho ICR ndo causa danos
estatisticamente significativos no ADN, o que nos leva a concluir que o dano observado pode
ser maioritariamente causado pela indugdo carcinogénica e nao pela introdugdo do feijdo-frade
na dieta do murganho. No entanto, num ensaio realizado por Azevedo ¢ colaboradores
verificou-se que a administragdo de 1%, 10% e 20% de feijdo preto em murganhos macho
induzia danos no ADN (Azevedo et al., 2003), valores percentuais muito inferiores aos testados
pelo nosso grupo.

Relativamente as propriedades anticancerigenas do feijao-frade, no presente estudo ndo

sdo manifestados quaisquer efeitos anticancerigenos, uma vez que ndo existem diferengas
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estatisticamente significativas entre o grupo induzido e os grupos induzidos + 20% e 50% de
feijdo-frade. No entanto, serdo necessarios novos estudos para esclarecer os potenciais efeitos

anticancerigenos in vivo.
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6. Conclusoes

Neste trabalho pretendeu avaliar-se os efeitos da introducdo do feijdo-frade na dieta de
um modelo animal com CCR induzido quimicamente pela conjugacdo AOM/DSS. Para tal foi

utilizado o modelo animal FVB/n (fémea). Podemos concluir:

* Nos parametros fisioldgicos verificAmos um maior consumo médio de agua e comida
no grupo induzido + 20%FFF. O grupo induzido + 50%FFF apresentou o maior aumento da
média da massa corporal ao longo do ensaio experimental. Os end points escolhidos foram
adequados ao ensaio, ndo sendo verificadas diferencas estatisticamente significativas entre
grupos;

*A nivel histologico, foi possivel induzir lesdes displasicas e carcinomatosas no colon dos
nos murganhos FVB/n (fémea) expostos ao AOM/DSS, confirmando o processo de indugdo de
CCR. No entanto, ndo foram observadas lesdes macroscdpicas. O grau de inflamacdo observado
no colon foi maior no grupo induzido + 20%FFF.

* A nivel imunohistoquimico, a utilizagdo do marcador Ki-67 permitiu determinar o
indice de proliferacdo celular associado a adigdo de feijao-frade a dieta;

*A nivel genotoxico, o ensaio do cometa revelou ndo existirem diferengas estatisticamente
significativas entre grupos, com ou sem a adi¢ao de feijdo-frade a dieta.

* De um modo geral, realizagdo deste trabalho permitiu concluir que a suplementagado de
feijdo-frade a dieta dos murganhos ndo teve efeitos significativos, quer positivos, quer
negativos, na progressao do CCR.

* Consideramos serem necessdrias novas investigacdes neste modelo de CCR,
eventualmente alterando doses do composto carcinogénico, tempo de exposi¢cdo ao agente

inflamatorio, momento do sacrificio ou a concentragdo de feijao-frade usado.
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