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RESUMO

Almeida, A. M. Modelo de cancer colorretal quimicamente induzido em
camundongos hairless associado a colite, Campo Grande, 2023. [Dissertacao -
Programa de Pos-Graduacao em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Objetivo: Esse estudo teve como objetivo desenvolver um modelo de cancer
colorretal em camundongos hairless induzido com azoximetano (AOM) associado a
colite.

Métodos: Os resultados foram obtidos através de um estudo experimental em modelo
murino. O estudo foi desenvolvido na Faculdade de Medicina da Universidade Federal
de Mato Grosso Do Sul, no municipio de Campo Grande - MS. Nesse estudo foram
utilizados 140 animais distribuidos em 5 grupos de 28 animais, G1: Controle, G2: 2
doses de AOM, G3: 1 dose de AOM e 3 ciclos de dextran sulfato de sédio (DSS) ad
libitum, G4: 2 doses de AOM e 3 ciclos de DSS ad libitum, G5: 3 ciclos de DSS ad
libitum. Os camundongos foram induzidos a desenvolver cancer colorretal (CCR) com
dose total de 20 mg/Kg de azoximetano, fracionadas em duas semanas, 10 mg/kg por
semana, a primeira dose na terceira semana e segunda dose na quarta semana. Foi
avaliado o estresse e ansiedade dos animais p6s-DSS e antes da eutanasia em todos
0S grupos. Para inducédo da colite foram administrados 3 ciclos de DSS por 5 dias
intercalados com 2 semanas de agua ad libitum. Na quinta, décima, décima quinta e
vigésima semanas do experimento sete camundongos de cada grupo foram
submetidos a procedimento de eutanasia, seus célons foram removidos para anélise
macroscopica e microscopica, e laminas de microscopia foram confeccionadas para
permitir a classificacdo histolégica de lesGes encontradas, visando a compara¢ao
entre os achados nos grupos experimentais.

Resultados: Dos nimeros totais de poélipos, um ganho significativo foi observado na
102, 152 e 20@ semanas em média. Pela analise histopatoldgica, a partir da 102 semana
0s animais induzidos com AOM/DSS desenvolveram lesdes pré-neoplasicas com
diferencas entre os outros grupos quando comparados ao grupo controle. Focos de
criptas aberrantes e displasia de alto grau foram visualizados nos grupos induzidos
com AOM/DSS. Em relacdo ao estresse e a ansiedade, foram encontrados aumento
do tempo de permanéncia na zona periférica do teste de campo aberto, indicando um
aumento no estresse e ansiedade dos camundongos.

Concluséao: Os grupos que receberam AOM e DSS foram os que mais desenvolveram
polipos e lesBes pré-neoplasicas, indicando que a colite associada a inducao tumoral
€ um meétodo eficaz de desenvolver um modelo rapido para estudos de CCR.

Palavras-Chave: Cancer colorretal. Colite. Modelo experimental. Azoximetano.
Dextran sulfato de sodio.



ABSTRACT

Objective: This study aimed to develop a model of colorectal cancer in hairless mice
induced with azoxymethane (AOM) associated with colitis.

Methods: The results were obtained through an experimental study in a murine model.
The study was developed at the Faculty of Medicine of the Federal University of Mato
Grosso Do Sul, in the city of Campo Grande, MS. In this study, 140 animals were
distributed in 5 groups of 28 animals: G1: control; G2: 2 doses of AOM; G3: 1 dose of
AOM and 3 cycles of dextran sulfate of sodium (DSS) ad libitum; G4: 2 doses of AOM
and 3 cycles of DSS ad libitum; and G5: 3 cycles of DSS ad libitum. The mice were
induced to develop colorectal cancer (CCR) with a total dose of 20 mg/Kg of
azoxymethane, divided into two weeks of 10 mg/kg per week, with the first dose in the
third week and the second dose in the fourth week. Stress and anxiety in post-DSS
animals and before euthanasia were evaluated in all groups. For colitis induction, 3
cycles of DSS were administered for 5 days, interspersed with 2 weeks of tap water
ad libitum. In the fifth, tenth, fifteenth, and twentieth weeks of the experiment, seven
mice from each group were submitted to a euthanasia procedure, their colons were
removed for macroscopic and microscopic analysis, and microscopy slides were made
to allow the histological classification of lesions found, aiming at a comparison between
the findings in the experimental groups.

Results: Of the total number of polyps, a significant gain was observed at the 10th,
15th, and 20th weeks on average. By histopathological analysis, from the 10th week
on, the animals induced with AOM/DSS developed pre-neoplastic lesions, with
differences between the other groups when compared to the control group. From
aberrant crypt foci to high-grade dysplasia, these were visualized in the induced
groups. Regarding stress and anxiety, an increase in the time spent in the peripheral
zone of the open field test was found, indicating an increase in the mice’s stress and
anxiety.

Conclusion: The groups that received AOM and DSS were the ones that developed
the most polyps and pre-neoplastic lesions, indicating that colitis associated with tumor
induction is an effective method of developing a rapid model for CRC studies.

Keywords: Colorectal cancer. Colitis. Experimental model. Azoxymethane. Dextran
sodium sulfate
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1 INTRODUCAO

Os fatores ambientais e genéticos desempenham um importante papel na
etiologia do cancer colorretal (CCR). Uma grande parcela dos CCRs é esporadica,
aproximadamente trés quartos dos pacientes ndo possuem um histérico familiar para
0 CCR (KUIPERS et al., 2015).

A segunda principal causa de morte relacionada ao cancer entre homens e
mulheres € o CCR (SIMON, 2016). A incidéncia estimada do CCR é de 1,36 milhdes
de casos anuais no mundo (PILLERON et al., 2020). O Instituto Nacional do Cancer
(INCA) estimou 40.990 novos casos no Brasil no triénio 2020-2022, sendo 20.540
homens e 20.470 mulheres (BRASIL, 2019). J4 para o triénio 2023 a 2025, estimou-se
a incidéncia de 45.630 novos casos de CCR, sendo 21.970 casos entre os homens e
23.660 casos entre as mulheres. A comparacédo entre estas estimativas apresenta um
aumento de aproximadamente 11% quando comparados os 2 triénios (BRASIL, 2022).

Os CCRs sao conhecidos por surgir em consequéncia de uma série gradual de
alteracdes histologicas, a chamada sequéncia 'adenoma-carcinoma’, cada uma
acompanhada por uma alteracdo genética em um oncogene especifico ou gene
supressor de tumor (FODDE, 2002).

No periodo de desenvolvimento do CCR, as células que mais frequentemente
adquirem mutacdes genéticas sdo as células epiteliais do trato gastrointestinal. Elas
adquirem mutacfes epigenéticas sequenciais nos genes supressores de tumor e/ou
protoncogenes especificos, e isso as confere vantagens em sua proliferacdo e
autorrenovacao tumoral (DE ROSA et al., 2015).

MutacBes no gene da polipose adenomatosa coli (APC) ndo sdo apenas
responsaveis pela polipose adenomatosa familiar (PAF), mas também desempenham
um papel limitante na taxa de iniciacdo e progressao tumoral na maioria dos canceres
colorretais esporadicos (FODDE, 2002).

Acerca dos estudos de patogénese e desenvolvimento de tumores colorretais,
afirma-se a importancia dos modelos animais, em conjunto com avali¢cdes de fatores
de risco, agentes preventivos e tratamentos. Modelos animais para pesquisa de CCR
humano sdo muito bem aceitos e considerados muito bons para esse tipo de estudo,
todavia, a associagdo de no minimo 2 meétodos de tumorigénese colorretal é

necessaria para uma boa parte dos modelos. O fato disso acontecer é devido o CCR
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ser uma doenca dependente de varios fatores, tanto ambientais quanto genéticos
(CAMPELO DE-SOUZA; COSTA-CASAGRANDE, 2018).

Foram empregados inUmeros esfor¢os no inicio do século XXI para que fosse
possivel compreender o processo de tumorigénese. Grande parte do conhecimento
sobre a carcinogénese provém da analise in vitro de tecidos tumorais em estagios
avancados de desenvolvimento. Muitos modelos animais foram desenvolvidos nas
Ultimas décadas, visando elucidar questbes referentes ao cancer in vivo
(PANTALEAQ; LUCHS, 2010).

Muito usado para a inducdo tumoral em roedores, de acordo com Burlamaqui
et al. (2013), o azoximetano (AOM) é um metabdlito ativo da 1,2-Dimetil-hidrazina
(DMH), tendo como principais 6rgados afetados o célon, pulm&es e figado. O tempo de
exposicdo e a dose administrada sdo diretamente proporcionais as lesdes
encontradas.

A juncao de dextran sulfato de sodio (DSS), para inducéao da colite, com AOM
no desenvolvimento do tumor como modelo para cancer associado a colite ganhou
popularidade por sua reprodutibilidade, poténcia, baixo preco e facilidade de uso (SUN
et al.,, 2023). Embora tenham um mecanismo compartilhado, foi descoberto que o
AOM é mais potente e estavel em solu¢cdo do que a DMH. O desenvolvimento do
tumor em outros modelos geralmente requer varios meses, mas 0s camundongos
injetados com AOM e subsequentemente tratados com DSS desenvolvem tumores
adequados em apenas 7 a 10 semanas (Neufert et al. apud THAKER et al., 2012).

Camundongos homozigotos recessivos hairless (hr) apresentam uma
deficiéncia em células T-helper no sistema imunolégico (MORRISSEY et al., 1980).
Essa deficiéncia acaba fazendo com que a funcao potencializadora da célula T auxiliar
no processo de amadurecimento das células B secretoras de imunoglobulinas, sofram
uma diminuicdo pois 0 numero de células T-helper esplénicas no camundongo
hairless é baixo. (BRODER, 1980; MORRISSEY et al., 1980).

Com isso a padronizacdo de um modelo murino torna-se primordial para o
desenvolvimento de estudos relacionados a carcinogénese do CCR, desta maneira
este estudo teve como objetivo desenvolver um modelo de CCR quimicamente

induzido associado a colite em camundongos hairless.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Boa parte dos tumores coldnicos (colon e reto) se desenvolve por meio de
varias etapas e processos simultaneos e subsequentes, como alteracdes histologicas,
morfolégicas e até genéticas, as quais se acumulam com o tempo. Os fatores
envolvidos com o surgimento e desenvolvimento do CCR variam e estéo relacionados

com diversos estilos de vida, etilismo e outros, mostrados na figura 1 (SIMON, 2016).

Figura 1- Fatores envolvidos com o surgimento do CCR.

Historico familiar
de cancer no intestino

Sedentarismo Excesso de

Doengas inflamatorias
cronicas e agudas /

Cancer
Colorretal

Dieta

Tabagismo (Carnes vermelhas)

Etilismo
Fonte: Elaboracéo propria, baseado em Simon (2016).

Quando observado o ponto de vista clinico, através da figura 2, € possivel
determinar a subdivisdo dos canceres de cdélon, sendo proximal ou do lado direito do
intestino grosso, onde sdo encontrados nos segmentos de colon proximal até a flexura
esplénica (ceco, ascendente e colon transverso), ja os tumores distais ou do lado
esquerdo, se originam mais proximos a porc¢ao final do intestino (Descendente, Célon
sigmoide e reto) (CARETHERS, 2018).
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Figura 2- Sequéncia adenoma-carcinoma na porcao distal do intestino grosso.

Cdlon transverso

> Pulmoes

Estomago

Cdlon
ascendente

P3 Cdlon

Intestino ancreas Sigmdide
Delgado \‘ /

Intestino "

Grosso \ Cancer

Ceco® \/r ) invasivo
Reto Cdlon
Apéndice descendente

Fonte: Elaboracgéo propria, baseado em Lodish (2014).

Os locais mais afetados, quando se avaliam metastases de colon, séo o figado
e 0 pulmado, sendo os pacientes mais jovens com mais metastases hepaticas
notificadas. Ja o cancer de reto, demonstra um tropismo metastatico predominante
para o figado, tornando esses 6rgdos os mais acometidos frequentemente em
neoplasias do célon e reto, seguidas por metastases pulmonares e 6sseas (TESTA;
PELOSI; CASTELLI, 2018; NEUFERT et al., 2021).

Doengas inflamatorias intestinais como a doenga de Crohn, retocolite ulcerativa
inespecifica e a colite indeterminada sdo doencas crénicas que aumentam o risco de
cancer de intestino (BARBIERI, 2000). Nesse conjunto de doencas crénicas existem
outras sindromes hereditarias, como a polipose adenomatosa familiar (FERNANDES
et al., 2007).

Quando o gene APC sofre mutacbes somaticas, e ndo em sua linhagem
germinativa, € onde ocorre sua primeira alteracdo molecular no desenvolvimento do
CCR Muitos carcinomas colorretais iniciam seu desenvolvimento atraves de pélipos

adenomatosos, e foi observada a coexisténcia de adenomas em pacientes com
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carcinomas colonicos (FODDE, 2002). Ademais, os adenomas tém sido encontrados
com frequéncia em populacdes com alta incidéncia de CCR (LASSANCE et al., 2012).

Sindromes hereditérias do cancer tém uma proporcao de 3% a 5% do total de
CCRs. Os individuos que possuem mutac¢des na sua linhagem germinativa em genes
especificos, tendem a desenvolver CCR mais cedo. A sindrome de Lynch, a sindrome
do cancer hereditario mais comum associada a predisposicdo para a CCR, esta
associada a mutacdes na linhagem germinativa nos genes de Mismatch Repair DNA
(MMR) (STOFFEL et al., 2018).

2.1 Caracteristicas do cancer colorretal

O CCR pode ser classificado em diferentes subtipos e é tido como uma
patologia ndo homogénea caracterizada por alteracdes morfologicas e moleculares
especificas. A transi¢do entre epitélio coldbnico normal com microbioma normal para
leséo pré-cancerosa (adenoma) e carcinoma invasivo requer o acumulo de mutacdes
germinativas herdadas e/ou somaticas (adquiridas) (BIEN et al., 2019).

Sao vérias as etapas e processos que refletem as alteracbes genéticas da
tumorigénese, levando a transformacdes progressivas de células humanas normais
em células altamente malignas sem diferenciacao celular (HANAHAN, 2022).

Adenomas ainda representam a lesédo-alvo para prevencéo e tratamento do
CCR, mas foi verificada a necessidade de um aprofundamento maior ao longo dos
anos no que tange a maior compreensao dos tipos de adenomas, as vias subjacentes
e alteracdes moleculares diferenciadas envolvidas (HAGLAND et al., 2013).

Mutacbes em duas grandes classes de genes estdo envolvidas no
aparecimento e crescimento do cancer: 0s proto-oncogenes e 0S genes supressores
tumorais (PRITCHARD et al., 2016). Pode ser visto no quadro 1 os genes mais

mutados correlacionados ao CCR.
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Quadro 1 — Caracteristicas e genes mais envolvidos no cancer colorretal.

Caracteristicas do Cancer Exemplos de fatores envolvidos no CCR
Autonomia de sinal de crescimento EGFR, KRAS, BRAF

Insensibilidade a sinais antiproliferativos P53, PTEN, APC

Potencial replicativo ilimitado TERT

Angiogénese VEGF

Escapar da apoptose P53, MLH1

Invaséo e metastase Cdc-42, RhoA GTPase

Reprogramacado do metabolismo celular PI3K, AKT, c-MYC

Evitar destruicdo Imunolégica IL-8

Fonte: Traduzido de Hagland et al. (2013).

No desenvolvimento do adenocarcinoma colorretal, as células epiteliais do trato
gastrointestinal adquirem mutacBes genéticas e epigenéticas sequenciais em
oncogenes especificos e/ou genes supressores de tumor, e isso confere uma
vantagem seletiva na proliferacdo e na autorrenovacao das células neoplasicas.
Assim, o epitélio normal torna-se mucosa hiperproliferativa e subsequentemente
origina um adenoma benigno que evolui para carcinoma e metastase em cerca de 10
anos no ser humano (DE ROSA et al., 2015). Essa evolugcédo é demonstrada através
da figura 3.



Figura 3- O desenvolvimento da metastase do cancer colorretal e suas bases genéticas.
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Evidéncias mostraram que os CCRs surgem de pdlipos adenomatosos que

normalmente adquirem alteracfes displasicas no periodo de 10 a 15 anos antes de

desenvolver o carcinoma invasivo. Existe a teoria da carcinogénese colonica, que

mostra a evolucao de mutacgdes clonais, oferecendo uma vantagem de sobrevivéncia

na imortalidade celular, permitindo o desenvolvimento de mais mutagdes, e com iSso

demonstrando diversas caracteristicas do cancer, como proliferacdo, invaséo,
metastase e outras (LOTFOLLAHZADEH; RECIO-BOILES; CAGIR, 2022).
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Dentre as caracteristicas do CCR, a mais importante € a instabilidade genémica
que pode aparecer por meio de dois mecanismos diferentes, instabilidade de
microssatélites (MIS) e instabilidade cromossémica (NIC). Na NIC acontecem diversas
mutacdes inativadoras de genes cuja funcdo normal é manter a estabilidade
cromossOmica durante a replicacdo, essas mutacdes sdo responsaveis pela maior
parte da instabilidade cromossdmica nos CCRs (MARMOL et al., 2017).

Os microssatélites sdo sequéncias de DNA repetidas, distribuidas por todo o
genoma humano, tanto nas regides codificantes quanto nas nao codificantes. Devido
a sua estrutura repetida, os microssatélites sao particularmente propensos a erros de
replicacdo que normalmente sdo reparados pelo sistema Mismatch Repair (MMR)
(DE’ ANGELIS et al., 2018). E possivel identificar as diferentes vias moleculares do
CCR juntamente com a evolugdo tumoral de focos de criptas aberrantes (FCA) para

tumores colorretais metastaticos (Figura 4).
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Figura 4- Linha do tempo para a patogénese esporadica do CCR e as caracteristicas de suas
vias moleculares.
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Fonte: Traduzido de Carethers & Jung (2015).

2.1.1 Instabilidades genéticas

A Instabilidade cromossémica (NIC) é observada em 65 a 70% dos canceres

colorretais esporadicos. O termo refere-se a uma taxa acelerada de ganhos ou perdas
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de porcdes inteiras ou parciais de cromossomos, resultando em variabilidade
cariotipica de célula para célula (PINO & CHUNG; 2010, 2011).

O CCR esporéadico é definido como cancer que surge no coélon e reto sem
contribuicdo conhecida de causas da linhagem germinativa ou historico familiar
significativo de cancer ou doenca inflamatoria intestinal (CARETHERS; JUNG, 2015).

O passo inicial na tumorigénese colorretal € a formacao de focos de criptas
aberrantes (FCA). A ativagdo da via de sinalizagdo Wnt pode ocorrer neste estagio
como resultado de mutacdes no gene APC. A hiperativacéo da via de sinalizacdo Wnt
geralmente decorre de mutacbes no gene APC, e as anormalidades da via Wnt
caracterizam a maioria dos canceres colorretais esporadicos, bem como os tumores
que surgem em pacientes com Polipose Adenomatosa Familiar (PAF). (PINO;
CHUNG, 2010).

Mais de 80% dos adenomas e CCR exibem mutacdes APC e outros 5 a 10%
apresentam mutacdes ou alteracbes epigenéticas em outros componentes de
sinalizacdo do Wnt (por exemplo, a B-Catenina) que resultam igualmente na
hiperativacdo da via Wnt (BOLHAQUEIRO et al., 2019). Através da figura 5 pode-se
observar algumas etapas nas quais genes se mostram mais alterados em cada fase

da progresséao do tumor.

Figura 5 — Os genes que atuam entre as diversas etapas da carcinogénese colorretal.
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Fonte: Traduzido de Pino & Chung (2010).
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As mutacBes de PIK3CA, SMAD4 e p53 séo vistas relacionadas ao estagio
tardio, a progressdo de adenoma para carcinoma. Todavia, eventos genéticos
precoces ou tardios contribuem para a metastase do CCR (KAWAGUCHI et al., 2019).

Outro tipo de instabilidade genémica no CCR é a instabilidade de
microssatélites (MSI), uma caracteristica frequentemente presente nas células
cancerigenas.

MSI é a marca registrada de CCR hereditario sem polipose (HNPCC) ou
sindrome de Lynch e ocorre em mais de 95% dos casos de HNPCC (MALKI et al.,
2020).

Aproximadamente 15% dos CCRs esporadicos sdo resultados de
hipermutacdes e podem conter instabilidade de microssatélites (MSI) devido ao reparo
defeituoso do DNA MMR, frequentemente associado ao TP53 do tipo selvagem e a
um padrdo quase dipléide de instabilidade cromossdmica. Além disso, o fenétipo de
metilacdo da ilha CpG (CIMP) é uma caracteristica que induz instabilidade epigenética
por hipermetilacdo promotora e silenciamento de uma variedade de genes
supressores de tumores, incluindo MLH1, um dos genes MMR (KHOT et al., 2020).

MutacOes e alteracdes no DNA geralmente ocorrem através do processo de
perdas de segmentos de sua molécula durante o processo de divisdo celular. Para
corrigir tais alterac6es dispde-se de algumas proteinas com funcdo de realizar os
reparos necessarios para manter a integridade do DNA (GELSOMINO et al., 2016).

O estresse oxidativo € responsavel por quebras nas fitas simples e duplas que
compdem as moléculas de DNA e induz a erros de pareamento das bases
nitrogenadas possibilitando, consequentemente, o aparecimento de mutacdes
genéticas. Quando a mutacao ocorre em genes responsaveis pelo controle do binémio
proliferacdo/morte celular, pode dar inicio a formagcdo de um clone de células com
autonomia proliferativa ou resisténcia a apoptose, caracteristicas comuns de uma
célula neoplasica (MARTINEZ et al., 2009).

2.2 Modelos animais utilizados em estudos de CCR

Ratos e camundongos constituem cerca de 95% de todos os animais de
laboratorio utilizados, sendo os camundongos ou comumente conhecido como modelo
murino, o animal mais utilizado em pesquisas biomédicas. O camundongo € um

pequeno mamifero pertencente a ordem Rodentia. O camundongo doméstico da
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Ameérica do Norte e da Europa, Mus musculus, € a espécie mais comumente usada
em pesquisas (HICKMAN et al., 2017).

Os modelos de transplante de camundongos ou também definidos como
modelos de xenoenxertos, caracterizam enxertos de células tumorais e pequenos
tecidos tumorais tendo como um pré-requisito fundamental para o enxerto bem-
sucedido de tecido xenogénico em camundongos (BURTIN; MULLINS;
LINNEBACHER, 2020).

J4, os modelos espontaneos adotam algumas estratégias condicionais de
genes knock-in e knock-out que permitem a ativacdo ou inativacao especifica de um
gene em um dado tecido e/ou em um dado estagio do desenvolvimento do CCR
(LODISH et al., 2014).

Alguns proto-oncogenes e genes supressores de tumor, mais precisamente 0s
genes APC, KRAS e p53, sdo mutados em uma gama consideravel de CCR e uma
colec&o maior de genes que sdo mutados em subconjuntos de CCR comecaram a ser
definidos (FEARON, 2011). Um excelente modelo murino com neoplasia intestinal
multipla € o camundongo ApcMn* Esse modelo é usado para simular polipose
adenomatosa familiar humana e tumores colorretais (LIU et al., 2016; REN et al.,
2019).

O camundongo hairless (HRS/J) possui uma baixa resposta imunol6gica por
possuir deficiéncia de células T-helper, (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2006). Os
linfécitos T-helper podem ser classificados em células Thl e células Th2. Com os
estimulos recebidos, linfécitos Thl comecam a secretar Interferon-y, fator de
crescimento transformador beta, TNF-a e IL-2, colaborando com a funcgéo citotdxica
dos linfocitos CD8*. Visto isso, apesar de ndo carregarem uma verdadeira
imunodeficiéncia, a auséncia de células T-helper no camundongo hairless pode
favorecer o desenvolvimento do CCR, com isso possibilitando uma maior taxa de
positividade (BALKWILL; MANTOVANI, 2001; DENARDO; COUSSENS, 2007).

Modelos induzidos por carcinégenos em roedores moldaram uma longa
tradicdo, mas mantiveram sua utilidade para certas aplicacdes até os dias atuais. Eles
fornecem uma plataforma para estudos dietéticos e disponibilizam informacdes sobre
os caminhos dos carcindgenos de origem alimentar e da carcinogénese associada a
colite (BURTIN; MULLINS; LINNEBACHER, 2020).
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E notavel a importancia dos modelos animais para estudos do desenvolvimento
e patogénese de tumores colorretais, tal qual para a avaliacao de possiveis fatores de
risco, agentes preventivos e tratamentos. Como demonstrado, alguns modelos
individuais séo representativos do CCR em seres humanos e considerados modelos
animais bons para esse tipo de estudo. Entretanto, foi visto que a associacao de pelo
menos dois métodos de inducdo de carcinogénese colorretal € necesséria para a
maioria dos modelos. Isso se deve ao fato de que o CCR é uma doenga multifatorial
que se desenvolve pela associacdo de multiplas condi¢cdes (genéticas e/ou
ambientais) (CAMPELO DE-SOUZA; COSTA-CASAGRANDE, 2018).

Modelos de camundongos induzidos por produtos quimicos ndo sao
homogéneos e possuem vantagens e desvantagens especificas. Esses produtos séo
de longe o0 método mais antigo de inducdo de CCR em animais, e estudos foram e
ainda séao tradicionalmente realizados em ratos e outros roedores. A maioria dos
modelos reflete muito bem a progressdo de focos de criptas aberrantes para
adenomas e carcinomas da sequéncia adenoma-carcinoma humano (DE ROBERTIS
et al., 2011).

Os carcinomas induzidos por substancias quimicas raramente apresentam
propriedades invasivas juntamente com a auséncia de metastases locais ou distantes.
Uma excec¢do foi o trabalho de Derry et al. (2014), que observaram um numero
relevante de metastases pulmonares em um modelo de camundongo induzido por
AOM, que é, até onde se sabe, 0 Unico relato de disseminacdo metastatica em um
modelo de camundongo induzido por produtos quimicos.

Além da falta de invasividade, muitos modelos induzidos por carcin6genos
mostram alta laténcia desde a primeira aplicacao até o desenvolvimento do tumor, e
dependendo do carcinégeno, do protocolo de dosagem e da linhagem do
camundongo, foram relatadas laténcias de 24 a 50 semanas (CLAPP et al., 1984,
PAPANIKOLAOU et al., 2000).

Estudos em modelos de camundongos com CCR induzidos quimicamente e
geneticamente modificados aumentaram a compreensao da iniciagdo, progressao e
resposta do tumor de cdllon as terapias quimiopreventivas. Existem diversos modelos
para o estudo de CCR, e o modelo ideal deve apresentar a evolugdo de um adenoma
pré-canceroso para um carcinoma invasivo com potencial metastatico e, ao mesmo

tempo, deve refletir a diversidade molecular interindividual da doenca.
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Modelos murinos para CCR foram criados através de mutacdes nos genes do
camundongo, cujo complemento humano esteve envolvido no inicio e progressédo do
CCR. O quadro 2 demonstra as correlacbes entre a doenca humana, os tipos de

modelo animal e as vantagens e desvantagens de cada uma dessas correlacoes.
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Quadro 2 — Modelos murinos para estudo de CCR

Doenca humana

Modelo animal

\Vantagens e desvantagens

PAF Mutacdo APC ou Mimetiza a mutacdo APC em humanos. No entanto, a maioria dos tumores é localizada no intestino delgado. Os
camundongos trangénicos - [tumores nao sao metastaticos.
catenina.

HNPCC Msh2 -/- , Msh6 -/- , and MIh1 - [Mimetiza a deficiéncia MMR em humanos. No entanto, camundongos deficientes em MMR desenvolvem tumores
- mice em outros 6rgaos. Os tumores colénicos ndo sdo metastaticos.

Inflamacéo Modelo murino induzido com  [Facil e reprodutivel. A incidéncia de tumores é baixa. A combinagdo AOM/DSS produz mais tumores em um

relacionada ao CCR

DSS

periodo menor. Alta incidéncia de tumores de célon e reto.

IL107, IL2, receptor de
células T+ /p537 ou TGF-17
Rag-2-- Muc2+.

A incidéncia de tumores € baixa. Requer o envolvimento da microflora entérica. Alta incidéncia de tumores de
célon e reto. O desenvolvimento precoce do prolapso retal reduz o tempo de vida.

Cancer colorretal
esporadico

Modelo induzido por
carcinégeno

Facil e reprodutivel. DMH/AOM/MAM tém incidéncia relativamente alta de tumor colorretal. 1Q, PhiP, DMAB,
MNNG ou MNU visam multiplos 6rgdos e exibem uma baixa incidéncia de tumor. Os tumores nao séao
metastaticos.

Inativacdo de Apc - mediada
por adenovirus Cre

Requer procedimentos cirdrgicos. Os resultados sdo reprodutiveis. Desenvolve metastases em aproximadamente
20% dos animais.

Cancer colorretal
metastatico

Modelo de inoculagéo
ortotépica

Imita invasdo tumoral do colon, disseminagéo vascular e metéastase para o6rgaos distais. As taxas de metastase
dependem das linhagens celulares e cepas de roedores.

Modelo de inoculagéo
intraesplénica

Reprodutivel e imita a disseminac&o vascular do cancer colorretal. As taxas de metédstase dependem das
linhagens celulares e cepas de roedores.

Modelo de inoculagéo
intraportal

Imita a disseminag&o vascular da metéstase do cancer colorretal e teoricamente limita o crescimento do tumor
predominantemente no figado. As taxas de metastase dependem das linhas celulares e cepas de roedores.

Modo de inoculacao intra-

hepatica

O modelo é reprodutivel, mas ndo imita a hipotese geralmente aceita de disseminagdo hematogénica do cancer
colorretal.

Fonte: Traduzido de Tong et al. (2011).
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Esses modelos permitem interrogacdes rapidas e repetidas de hipodteses, e
cada um produz um método para testar varias modalidades terapéuticas que néo
seriam possiveis em humanos. Cada método tem uma o6tima e alta capacidade de
modelar o cancer de célon humano, facilitando uma compreensdo melhor e mais
rapida de sua etiologia e oferecendo novas oportunidades para desenvolver e testar

rapidamente novas terapias (TONG; et al., 2011).

2.2.1 Modelo induzido quimicamente

Diferentes compostos quimicos sdo capazes de causar distintas mutagdes no
DNA, e a utilizacdo de mutagénicos quimicos resulta na geracdo de uma variedade
de tumores. Tumores induzidos quimicamente mimetizam a ampla gama de
alteracbes genéticas encontradas nos CCRs esporadicos. Além disso, a inducéo
quimica de tumores intestinais pode ser utilizada para estudar as propriedades
tumorigénicas de substancias quimicas comumente encontradas na dieta humana ou
no ambiente. (STASTNA et al, 2019). Entretanto, por conta da significativa
individualidade de cada tumor, assim como em humanos, a interpretacéo dos dados
de estudos se torna comprometida em relacdo ao desenvolvimento tumoral e a
resposta as terapias (LEYSTRA; CLAPPER, 2019).

A tumorigénese e a resposta as terapias em humanos e camundongos sao
influenciadas pelo microambiente tumoral do célon. As complexas interacdes
existentes entre a microbiota comensal e as células imunes residentes no tecido
colénico fornecem um microbioma dindmico que esta bem equipado para responder
rapidamente aos estimulos. Alteracdes no microbioma intestinal impactam
diretamente na homeostase do epitélio colénico e podem consequentemente
apresentar uma propensao para doengas. Apesar das evidéncias crescentes do papel
critico que a microbiota residente desempenha em influenciar a frequéncia de
iniciacdo de tumores, a taxa de progressdo e a resposta as terapias, ha uma
subavaliacdo desses fatores ao selecionar e desenvolver modelos animais de CCR
(CHENG,; LING; LI, 2020).

Existem diversas vantagens em estudar a patogénese do CCR induzido por
carcindgenos em modelos de roedores. Os modelos sdo altamente reprodutiveis,

podem ser testados prontamente em animais com diferentes origens genéticas e a
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patogénese recapitula o CCR humano, pelo menos nos estagios iniciais
(ROSENBERG; GIARDINA; TANAKA, 2009).

Os estudos de carcinogénese do colon eram mais comumente realizados em
ratos. No entanto, a alta frequéncia de tumores gerados no coélon distal de
camundongos, bem como a histogénese de mdultiplos adenomas com posterior
desenvolvimento de adenocarcinomas, também validam a importancia desta espécie
para o estudo da patogénese do CCR (DE ROBERTIS et al., 2011).

2.2.2 Modelo quimicamente induzido por 1,2-Dimetil-hidrazina

1,2-Dimetilhidrazina (DMH) é tido como um poluente ambiental toxico relatado
como um pro-carcindgeno especifico do célon. Estudos em animais mostraram que
tumores colbnicos experimentais induzidos por DMH eram de origem epitelial com
histologia, morfologia e anatomia semelhantes as neoplasias colénicas humanas (MA
et al., 1996).

O estudo de CCR em rato induzido pela 1,2-Dimetil-hidrazina (DMH) mostrou
ser um valioso modelo animal de pesquisa de CCR. Sua semelhanca morfol6gica com
o CCR humano foi propicia para o modelo de rato com DMH, e por conta disso, foi
usado para produzir informagdes em histologia e bioquimica do desenvolvimento de
tumores, bem como sobre fatores que retardam ou aumentam a tumorigénese
(PERSE; CERAR, 2007).

O pré-carcinbgeno DMH, apés uma série de reacBes metabdlicas, atinge o
cllon, e assim produz as espécies cancerigenas e ROS finais, que alquilam ainda
mais o DNA e iniciam o desenvolvimento da carcinogénese do célon
(VENKATACHALAM et al., 2020).

O metabdlito carcinogénico final do DMH é responsavel pela metilagdo das
bases do DNA de varios o6rgédos, incluindo células epiteliais no compartimento
proliferativo das criptas, o que resulta em uma grande perda de células colbnicas por
apoptose, um aumento na proliferacdo e um aumento aparente em mutagdes de
células epiteliais do colon (PERéE; CERAR, 2011).

A maioria desses tumores possui mutagdes no gene da [B-Catenina 1
(CTNNB1), que € semelhante ao HNPCC. Essas mutac¢des afetam os aminoacidos N-

terminais do produto do gene B-Catenina, tornando a proteina resistente a degradacéo
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regulatoria, estabilizando a B-Catenina e aumentando a sinalizacdo Wnt para conduzir
a tumorigénese. Além disso, a incidéncia e multiplicidade do tumor podem ser

alteradas tanto pela base genética quanto pela dieta (OGATA et al., 2010).

2.2.3 Modelo quimicamente induzido por 2-amino-1l-methyl-6-phenylimidozo
[4,5-b] pyridine

O PHIP (2-amino-1-metil-6-fenilimidozo [4,5-b] piridina) é uma amina
heterociclica produzida no processo de cozimento da carne e acaba se tornando
mutagénico atuando como causador de CCR em ratos. Ja em camundongos, a PHIP
induz o aparecimento de focos de criptas aberrantes do coélon, mas ndo de
adenocarcinomas ou adenomas. Quando combinado com dextran sulfato de sddio, a
PHIP pode aumentar a tumorigénese, assim como em camundongos ApcM™* com
PHIP (NICKEN et al., 2013).

PHIP possui acédo hormonal estrogénica, estimulando a proliferacao celular de
uma via dependente do receptor de estrogénio (ER) e assim ativa a via de sinalizacao
da proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK) através de RNA mensageiro dos
genes PR e C-Myc (NAKAGAMA; NAKANISHI; OCHIAI, 2005).

2.2.4 Modelo quimicamente induzido por N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina

Uma substancia quimica tumorigénica direta e com alta afinidade e capacidade
de metilacdo do DNA em regifes especificas, a N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina
(MNNG) em baixas concentracdes possui capacidade indutora de focos de criptas
aberrantes no epitélio do célon, os quais apresentam altas chances de transformacéo
maligna (MACHADO et al., 2020).

A injecdo de MNNG também é capaz de induzir cancer de prostata e de mama,
entretanto, a alta incidéncia de neoplasia extracoldnica induzida por esses compostos
nitrosos € uma variavel de confusdo neste modelo. Quando administrada via retal, o
MNNG causa reprodutivamente uma alta incidéncia de CCR, mas ainda induz linfoma
timico e cancer pulmonar, que podem causar mortalidade (NARISAWA et al., 1976).
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2.2.5 Modelo quimicamente induzido por azoximetano

Um modelo bem concretizado de CCR é o induzido pelo azoximetano (AOM)
em roedores, comumente usados em estudos de quimioprevencéo, tratamento do
CCR, e em pesquisas de biologia molecular. Este modelo é tdo bem aceito pois
mimetiza caracteristicas histopatolégicas semelhantes ao CCR humano e compartilha
vias moleculares semelhantes a um fenétipo de CCR esporadico humano (CHAN;
COOK; STANNERS, 2006).

AOM, um metabdlito ativo de 1,2-Dimetil-hidrazina (DMH), é um carcinégeno
especifico do colon que serve como uma ferramenta eficaz para avaliar tumores de
cblon em roedores suscetiveis (BOATENG et al., 2007). Foi relatado que o AOM
oferece vantagens sobre DMH, incluindo maior poténcia e maior estabilidade na
solugcdo de dosagem (NEUFERT; BECKER; NEURATH, 2007; PAPANIKOLAOQOU et
al., 2000).

Apos a administracdo, o AOM é metabolizado em metilazoximetanol (MAM)
pelo citocromo P-450 2E1 (CYP2EL), causando mutacfes no DNA. A mutacdo de
KRAS ativa a via PI3K/Akt a jusante e a via MAPK. A mutacao de (3-Catenina também
evita que ela seja degradada pela Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK-3) e o acumulo
de B-Catenina leva a proliferacéo celular, além disso, o TGF-f (Transforming Growth
Factor-p), uma proteina pré-apoptotica, € inibida. Todas essas mudancas formam a
base da carcinogénese do AOM. Através dos produtos de metilguanina no DNA, o
AOM induz transicdes de bases nitrogenadas (G—A) apds ser excretado na bile, é
entdo absorvido pelo epitélio colénico e induz a mutagénese (AVELINO et al., 2022;
CHEN; HUANG, 2009).

2.2.6 Modelo quimicamente induzido por azoximetano e dextran sulfato de sédio

A primeira ligacdo entre cancer e inflamacéo foi atribuida a Rudolf Virchow, o
qual observou a presenca de leucdcitos em tumores no ano de 1863 (BALKWILL;
MANTOVANI, 2001). Com o passar dos anos, foram sendo obtidas cada vez mais
evidéncias de que a inflamacé&o atua como um fator critico na tumorigénese. Por

analogia, pode-se dizer que a inflamacéo abre a porta para que o cancer entre.
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AOM induz adutos O6-metilguanina resultando em transicées (G—A) no DNA,
enquanto o DSS administrado descontinuadamente desencadeia uma neoplasia
colite-dependente através da alteracdo do microbioma intestinal (SUN et al., 2023).

A administracdo simultanea de DSS com AOM como modelo para cancer
associado a colite se tornou popular por sua reprodutibilidade, poténcia, baixo preco
e facilidade de uso, embora tenham um mecanismo compartiihado. Enquanto o
desenvolvimento do tumor em outros modelos geralmente requer varios meses, 0S
camundongos injetados com AOM e subsequentemente tratados com DSS
desenvolvem tumores adequados em apenas 7 a 10 semanas. Esses tumores
apresentam algumas caracteristicas comuns compartilhadas entre o CCR humano e
0 induzido no camundongo, como mutacao ou desregulacdo de KRAS e CTNNB1
(THAKER et al., 2012).

As vantagens do tratamento combinado de AOM + DSS é a capacidade de
avaliar o CCR iniciado com mutacdes esporadicas produzidas pelo AOM, ao mesmo
tempo que induz uma resposta inflamatéria dose-dependente de DSS (PAN et al.,
2017).

As caracteristicas principais do modelo AOM/DSS sé&o sua linha do tempo
relativamente curta e modelagem precisa do CCR. Em até 10 semanas pode ocorrer
o desenvolvimento tumoral, ademais, a histopatologia de tumores induzidos por
AOM/DSS traz uma semelhanca significativamente alta em relacdo ao CCR humano,
como adenocarcinomas invasivos e tumores distais.

A aplicacdo deste modelo foi crucial para desvendar a patogénese do CCR
através do papel das vias de sinalizacéo (por exemplo, receptor semelhante a Toll-4).
Deste modo, o modelo AOM/DSS é um protocolo poderoso a ser empregado no
estudo da patogénese do CCR associado a inflamacdo do colon (PARANG,;
BARRETT; WILLIAMS, 2016).

2.3 Camundongo hairless

A partir de andlises imunolégicas de camundongos HRS/J mutantes,
comparou-se homozigotos hr/hr com heterozigotos hr/+. Foram encontradas células
hr/hr do bago que apresentaram um defeito especifico para func¢des relacionadas com
células T auxiliares (T-helper) quando comparadas com o genotipo hr/+ da mesma

ninhada. Este defeito é expresso por respostas proliferativas deprimidas a
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aloantigenos, ndo afeta a capacidade das células do baco hr/h de responder
normalmente aos mitdgenos das células T nem afeta sua capacidade de gerar células
efetoras citotoxicas normais in vitro (MORRISSEY et al., 1980).

Todas essas alteracdes sugerem que estes defeitos surgem a partir de
anormalidades no epitélio do timo, relacionado ao alto grau de expressdo do virus
xenotrépico em timocitos antigos e se relaciona com o desenvolvimento subsequente
de leucemia (MORRISSEY et al., 1980). Informacbes importantes acerca do

camundongo HRS/J constam no quadro 3.

Quadro 3 - Compilado de informacgdes fenotipicas do camundongo HRS/J.

Local de Caracteristicas Referéncias
alteracbes
Celular Diminui¢éo da proliferagéo de células T (MORRISSEY et al., 1980)
Neoplasia Aumento da incidéncia de leucemia (HEINIGER; HUEBNER;
MEIER, 1976)
Aumento da incidéncia de leucemia (HIAI et al., 1977)

Aos 8 a 10 meses de idade, 45% dos | (MEIER; MYERS; HUEBNER,
homozigotos tém leucemia linféide, em 1969)
comparacdo com apenas 1% nos
heterozigotos, e aproximadamente 72%
desses homozigotos desenvolvem
leucemia miel6ide mais tarde na vida até 18
meses de idade

Audicdo/Orelha | Potenciais evocados vestibulares lineares (JONES et al., 2005)
(VESPs) estdo ausentes na intensidade
méxima de estimulo usado

Sistema Diminuicdo da proliferacédo de células T (MORRISSEY et al., 1980)
hematopoiético e
Imunologico | puinuicaio do ndmero de células T (RESKE-KUNZ; SCHEID:

BOYSE, 1979)

Aumento do nimero de macréfagos (SUZU et al., 2000)
Fonte: Modificado de Morrissey et al. (1980).

2.4 Estresse e ansiedade no modelo murino
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Jones et al. (2005) indicaram potenciais evocados vestibulares lineares
(VESPs) ausentes na intensidade maxima de estimulo usada na audicdo dos
camundongos HRS/J. Algo que pode ou nédo estar relacionado com um possivel
estresse e maior ansiedade neste modelo murino.

Essa resposta do organismo envolve diferentes areas do sistema nervoso, tais
como: a amigdala, o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal e o I6cus certleo. Quando um
organismo nao consegue se adaptar ao estresse, acaba deixando de apresentar uma
resposta fisiol0gica adaptativa e passa a ter uma resposta patoldgica prejudicial capaz
de ser analisada através de testes comportamentais (BORODOVITSYNA; FLAMINI;
CHANDLER, 2018; SEO, 2018).

O teste do campo aberto nada mais € que uma superficie grande e vazia, a
qual possui linhas dispostas no fundo. O animal € colocado tanto no centro quanto
préximo da parede e € avaliado pelo seu comportamento. Neste teste, verifica-se o
namero de vezes que as linhas sdo cruzadas pelo animal, o nimero de vezes que se
apoia nas patas posteriores observando (rearing) e realiza autolimpeza (grooming),
além da quantidade de bolos fecais produzidos. Esses parametros indicam possiveis
alteracdes comportamentais (BRITO, 1994).

O teste de campo aberto possui uma ampla distingdo no formato do aparato e
no namero de quadrantes, podendo limitar a zona central da zona periférica em uma
superficie grande e vazia com paredes que impecam o modelo murino de escapar. O
teste € comumente avaliado acerca do tempo de permanéncia no aparato, geralmente
de 5 a 10 minutos totais por animal.

Um outro teste utilizado para detectar ansiedade e medo é o teste do Labirinto
em Cruz Elevado (LCE), a quantidade de tempo gasto nos bracos fechados é
comparada com o tempo gasto nos bragos abertos como uma medida de ansiedade
ou medo. O teste baseia-se nas tendéncias naturais dos roedores em evitar locais
abertos ou elevados, contrabalancadas com a sua curiosidade inata para explorar
areas que lhes sdo novas. Em teoria, um camundongo menos ansioso visitara 0s
bracos abertos e mais expostos do labirinto com mais frequéncia, enquanto um
camundongo com ansiedade elevada tendera a passar mais tempo nos bracos
fechados (KRAEUTER; GUEST; SARNYAI, 2018).

O LCE tem sido utilizado para demonstrar a relacdo entre ansiedade,

emocionalidade e estresse através de medidas comportamentais. O desempenho
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nesse teste baseia-se na criagcdo de um conflito entre o desejo natural de exploracao
e 0 medo de &reas abertas ou expostas, caracterizado por manifestacdes
comportamentais e fisiolégicas (LIEBSCH et al., 1998).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolver um modelo de cancer colorretal quimicamente induzido associado
a colite em camundongos hairless.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar as alteracdes macroscépicas nos coélons dos camundongos
induzidos quimicamente com diferentes doses de AOM e DSS.

b) Avaliar as alteracdes histopatolégicas nos colons dos camundongos
induzidos quimicamente com diferentes doses de AOM e DSS.

C) Avaliar as alteragbes comportamentais dos camundongos induzidos
quimicamente com diferentes doses de AOM e DSS.

d) Avaliar o escore de atividade da doenca relacionado a colite nos

camundongos.
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4 METODOLOGIA
4.1 Hipo6tese da pesquisa

O camundongo hairless é um modelo adequado para induzir o cancer colorretal
utilizando o AOM associado a trés ciclos de DSS e é capaz de desenvolver alteracdes

histopatoldgicas, histolégicas e comportamentais.

4.2 Local da Pesquisa

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Carcinogénese Experimental e
executado no Laboratério de Estudos em Células Tronco, Terapia Celular e Genética
Toxicolégica (CeTroGen) e as analises foram feitas no Laboratério de Patologia
Molecular do Programa de Pés-Graduagcdo em Saude e Desenvolvimento na Regido
Centro Oeste da FAMED/UFMS, no municipio de Campo Grande — MS, no periodo
compreendido entre agosto de 2022 até janeiro de 2023.

4.3 Aspectos éticos

Todas as etapas e procedimentos foram realizados de acordo com os principios
éticos estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e foram protocolados na Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFMS
(CEUA -UFMS) com o n° 1.204/2022 (anexo 1), sendo realizados apés aprovacao na

mesma.

4.4 Animais

Os camundongos hairless machos com 4 semanas de idade e peso inicial
aproximado de 25g foram recebidos do Biotério Central, uma unidade de apoio
vinculada a Diretoria de Cooperacao Cientifica e Tecnolégica da Pré-Reitoria de
Pesquisa e Po0s-Graduacdo da Fundacéo Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul.

Foram utilizados 140 animais, os quais foram mantidos em gaiolas coletivas
(dimenséo 48 cm x 33 cm x 18 cm), na quantidade de sete animais/gaiola, todas as

caixas alojadas na mesma estante ventilada com exposicéo a luz de maneira igual a
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todas as gaiolas, a temperatura de aproximadamente 23°C, com ciclo claro/escuro de
12 horas, recebendo racdo padrdo (NUVITAL® CR1) e agua ad libitum. Os mesmos
foram aclimatados as condic¢des do laboratodrio durante 10 dias antes do experimento.

O numero de animais por grupo foi calculado considerando um p<0,05, poder
de teste de 95% desvio maximo de 15% e uma diferenca maxima entre grupos de
30%, e devido ao procedimento de inducdo tumoral com 0 azoximetano possuir uma
toxicidade, considerando perder até 20% dos animais durante o experimento. Sendo
assim, o numero total de animais e o numero de animais por grupo foi calculado

seguindo a seguinte formula: N=n+ N x f (ENG, 2003).

4.4.1 Delineamento experimental

Para o experimento de inducdo tumoral associado a colite, os animais foram
distribuidos aleatoriamente em 5 grupos.
Grupo G1 (C): controle (n=28);
Grupo G2 (AOM2): animais submetidos a duas doses de AOM para indugao tumoral
(n=28);
Grupo G3 (AOM1DSS): animais submetidos a uma dose de AOM para inducao
tumoral e trés ciclos de 5 dias de DSS diluido em &gua ad libitum (n=28);
Grupo G4 (AOM2DSS): animais submetidos a duas doses de AOM para indugao
tumoral e trés ciclos de 5 dias de DSS diluido em agua ad libitum (n=28).
Grupo G5 (DSS): animais submetidos a trés ciclos de 5 dias de DSS diluido em agua
ad libitum (n=28).

4.5 Inducéo da colite e cancer colorretal
4.5.1 Inducgéao da colite

Para a inducédo apenas da colite foi disponibilizado aos camundongos dos
grupos AOM1DSS, AOM2DSS e DSS, ad libitum, por 3 ciclos de 5 dias consecutivos,
agua contendo dextran sulfato de soédio (DSS) numa solucdo de DSS a 2,5% (25
g/1000 ml) em agua destilada, intercalados por 2 semanas de agua normal, com a
finalidade de induzir inflamacéao intestinal (KIM et al., 2012). Para fornecer um
suprimento continuo de DSS por 5 dias, a solu¢cdo DSS foi substituida por frascos
limpos a cada 1 dia durante esse periodo do ciclo. Foi medida a quantidade de DSS

consumida em cada troca de frasco como medida de exposi¢cao para cada grupo. O
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primeiro ciclo de DSS foi realizado na semana 2, o segundo ciclo na semana 5 e 0

terceiro ciclo na semana 8 (Figura 6).

4.5.2 Inducéo do cancer colorretal

Para a indugéo do CCR os animais dos grupos AOM2 e AOM2DSS receberam
duas inje¢Oes intraperitoneais e o AOM1DSS apenas uma injegao intraperitoneal
(Quadrante inferior direito do abdémen) de azoximetano (AOM — Laboratorio Sigma-
Aldrich) utilizando—se de seringa de 1 ml e agulha 25x5 mm. A dose total administrada
variou de 10-20 mg, fracionadas em duas semanas, 10 mg/kg/dose diluida em 1 ml
de solucéo salina isotdnica uma vez por semana. A solugcdo de AOM foi mantida a -
20° C, sendo que a primeira dose foi aplicada na semana 3 e a segunda dose foi

aplicada na semana 4 (Figura 6).

Figura 6 - Cronograma da indu¢éo do cancer colorretal associado a colite

Cronograma de Inducéo ao cancer colorretal e colite
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Fonte: Elaboragéo propria.

4.6 Avaliagcédo da inducéo da colite e cancer

Baseado no protocolo de avaliacdo de Snider et al. (2016), a partir do primeiro
ciclo de DSS os animais foram inspecionados diariamente, nos dias 2 a 6 dos ciclos
de tratamento com DSS. Como um indicador de inducdo de colite e céancer, os

camundongos poderiam ter perdido aproximadamente 10% de sua massa corporal e
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apresentarem sangramento retal, diarreia ou prolapso retal. Durante a avaliacdo de
cada animal, naqueles em que as manchas de sangue que nao estiveram Obvias na
regido anal, foram coletadas as fezes dos animais para determinar a presenca de
sangue oculto, usando o Kit de sangue oculto Renycult, baseado na reacédo de Meyer.
As fezes foram coletadas em tubos cénicos identificados para cada animal (THAKER
et al., 2012).

Todos os animais foram pesados antes de cada eutanasia para andlise de
ganho/perda de massa corporal. Além desse periodo, também foi acompanhado o
peso dos animais durante os 3 ciclos de DSS para comparar com o grupo controle a
possivel perda de peso causada pela colite.

Durante os ciclos de DSS os animais foram examinados para avaliar o
desenvolvimento da colite. Trabalhando um animal de cada vez, foi levantada a cauda
para elevar as patas traseiras. Segurando o animal com uma mao para induzir o
camundongo a defecar, com a outra mao foi segurada uma espatula e coletado todo
o material fecal que o animal eliminou, e avaliado a consisténcia das fezes e a
presenca de sangue visivel ou oculto (Renycult) ao final do periodo dos ciclos.

Os sintomas clinicos foram avaliados usando o indice de Atividade da Doenca
(DAI), que inclui perda de peso corporal, caracterizagéo das fezes e hematoquezia. O
DAI foi pontuado por um pesquisador de forma cega (PARK et al., 2015). O indice de
atividade da doenca (DAI) foi calculado marcando a porcentagem de perda de peso,
sangramento intestinal [sem sangue, sangue oculto (Renycult +) ou sangue visivel] e
consisténcia das fezes (fezes normais, fezes amolecidas ou diarreia). As
caracteristicas clinicas foram pontuadas separadamente e entao correlacionadas com
uma pontuacao histolégica: DAI = (perda de peso corporal) + (pontuacéo de diarreia)
+ (pontuagéo de sangramento retal). No modelo animal tratado com AOM/DSS, a
perda de peso é uma medida sensivel da gravidade da colite, que por sua vez esta
ligada a carcinogénese.

4.7 Avaliacao do Estresse e Ansiedade

O Labirinto em cruz elevado (LCE) foi realizado em conjunto com o teste do
campo aberto. O LCE utilizado neste teste é uma estrutura de dois bracos abertos e
opostos com 50 cm de comprimento e 10 cm de largura cada um e outros dois bracos

opostos, do mesmo tamanho, fechados com paredes laterais de 15 cm de altura. Apés
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um periodo de adaptacdo de um camundongo por vez, no labirinto, foi-lhe permitido
circular livremente no seu interior. Cada camundongo teve seu comportamento
avaliado por 5 minutos (PELLOW S et al., 1985). Como podemos ver demonstrado na

figura 7.

Figura 7 - (a) Imagem do labirinto em cruz elevado usado para testar camundongos; (b)
comportamento tipico de camundongo com niveis baixos de ansiedade (a esquerda) e alto (a direita).
O traco verde demonstra o movimento do animal. A esquerda representa mais tempo nos bracos
abertos, enquanto a direita representa mais tempo nos bracos fechados.

(b)
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Fonte: Silva Junior et al. (2022).

O campo aberto utilizado possui 50 cm de comprimento, 50 cm de largura e
bordas com 40 cm de altura, sendo de 10 cm a distancia entre as linhas dispostas na
superficie de movimentacao (WILCOCK; BROADHURST, 1967).

O animal é posicionado no centro, onde se da inicio ao teste. Através da figura
8 é possivel observar a disposicdo das areas e dos quadrantes, assim como o
percurso percorrido pelo camundongo. Os tracos demonstram os movimentos do
animal. A esquerda (B) representa um carater mais exploratério no aparato inteiro,

enquanto a direita (C) representa mais tempo na zona periférica do teste.
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Figura 8 - (A) Imagem do teste de campo aberto usado para testar camundongos;
(B) comportamento tipico de camundongo com niveis baixos de ansiedade (a esquerda) e (C)
comportamento tipico de camundongo com niveis elevados de ansiedade (a direita).
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Fonte: Elaborag&o propria.

Para a avaliacdo dos resultados do teste de estresse e ansiedade, cada animal
foi avaliado individualmente através do software de rastreamento de video e analise
de dados ANY-maze (Stoelting Co.- EUA) (BAILOO; BOHLEN; WAHLSTEN, 2010).

4.8 Eutanasia
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A eutanasia foi realizada em 7 animais de cada grupo no final da quinta,
décima, décima quinta e vigésima semanas (Figura 6). Os animais foram eticamente
submetidos a eutanasia com anestésico inalatério isoflurano. Cada camundongo foi
imobilizado com o focinho dentro de um recipiente contendo algoddo embebido com
isoflurano, em média por 1 minuto, e apds o animal apresentar perda da consciéncia
e movimentos dos membros, mas com a respiracdo preservada, foi realizada a
eutandsia por exsanguinacdo por puncao cardiaca a céu aberto com uma seringa de

3 mL dotada de agulha 13x0,3 mm.

4.8.1 Coleta e armazenamento dos coélons

O procedimento de coleta dos célons foi baseado no estudo de Thaker et al.
(2012). Usando-se uma pinga de dissecc¢éo e um bisturi com lamina 15, foi feita uma
incisdo na pele do abdome, na linha média. Com uma pinc¢a dente de rato, segurou-
se a borda da pele incisada e a mesma foi puxada suavemente para longe do tecido
muscular abdominal, usando uma tesoura, divulsionou-se a pele do abdome dos
musculos abdominais, expondo o peritbnio. Com uma tesoura curva foi realizada uma
incisdo no tecido peritoneal com cuidado, e continuando sua abertura, foram expostos
os intestinos. Foi identificado o célon, pela sua extremidade distal, onde se junta ao
reto/anus. Com uma tesoura, foi realizada uma seccéo transversal no reto, 1 cm acima
da abertura anal. Com uma das maos segurou-se a extremidade distal do célon e,
com a outra mao portando uma tesoura curva, esticou-se suavemente o colon,
desconectando-o de qualquer tecido conjuntivo mesentérico. ldentificou-se o ceco
(pequena bolsa entre o0s intestinos delgado e grosso) e seccionou-se
transversalmente no local onde o ceco e o c6lon se unem (a extremidade proximal do
célon) para liberar o colon. Para realizar a limpeza do limem do érgdo usou-se uma
seringa de 10 ml com solugéo de formalina tamponada a 10%, e conectou-se a uma
agulha de gavagem. A agulha foi inserida cerca de meio centimetro na abertura
proximal do célon, e com os dedos de uma das maos, segurou-se a agulha dentro do
colon aplicando uma presséo firme no colon; e com a outra méo, segurando a seringa,
aplicou-se uma pressao suave, para enxaguar o contetdo do célon. Esta etapa
permitiu a limpeza do colon, e a seguir, usando-se uma tesoura reta, foi aberto o célon
longitudinalmente sobre uma placa de polipropileno branca. Segurando-se a borda do

c6lon com uma pinga anatémica, o colon foi novamente limpo e aberto com um pincel
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contendo formalina tamponada a 10%, colocando-se a face luminal voltada para cima.
A superficie luminal foi facilmente identificada pelas pregas e cristas presentes na
mucosa colbnica. Por ultimo, foi identificado qualquer crescimento tumoral ao longo

da extensédo do colon e registrado o numero de pdlipos de cada animal.

4.9 Formolizacéo e preparo dos segmentos de célon

Assim que os segmentos de colon suspeitos foram sendo removidos, eles
foram colocados sobre a placa de polipropileno e imediatamente, foram pincelados
com solucao de formalina tamponada a 10%.

A medida que foram enrijecendo, os fragmentos de tecido foram
acondicionados em cassetes e colocados em frascos plasticos transparentes e
individuais com tampas, contendo formalina tamponada a 10%, que foram
identificados e acondicionados por 72 horas. Apos 3 dias, todos os fragmentos foram
trocados para frascos devidamente identificados com alcool 70% os quais foram
guardados em caixas plasticas e ao abrigo de luz, para posteriores analises
histologicas.

4.10 Preparo das laminas histoldgicas

Cada fragmento de célon extraido de cada animal foi incluido em um bloco de
parafina. Em seguida foi cortado em micr6tomo na espessura de 5um, montado sobre
lamina de vidro, corado com Hematoxilina—Eosina, e em seguida encaminhado ao

patologista para andlise histopatoldgica.

4.11 Parametros analisados nas laminas histoldgicas

Os aspectos histopatolégicos considerados para fins de analise estatisticas
neste estudo foram divididos em dois grupos: o grupo de lesdes pré-
neoplasicas/cancer e o grupo de lesdes inflamatorias.

O grupo de lesbes pré-neoplasicas/cancer contemplou 3 parametros
histopatologicos:

1. Criptas aberrantes;
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2. Adenoma com displasia de baixo grau;

3. Adenoma com displasia de alto grau;

O grupo de lesBes inflamatérias contemplou 2 parametros histopatolégicos:
1. Grau de inflamacéao

2. Placa linféide reacional

3. Vasos linfaticos dilatados

4.12 Andalise estatistica

Para a analise da perda de peso, hematoquezia e diarreia, foi realizado o
escore DAI.

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico SPSS,
versao 24.0.

Para a avaliacdo da massa corporal dos animais, e nimero de polipos totais foi
realizado o teste Anova de uma via para variancia com pos-teste de Tukey-Kramer,
pois tiveram distribuicdo normal.

Os resultados do teste do labirinto em cruz elevado, expressos em média +
desvio padrao, foram submetidos ao teste paramétrico Anova de uma via comparando
as médias dos grupos (C, AOM2, AOM2DSS, AOM2DSS e DSS). Valores de p
menores que 5% (p < 0,05) foram considerados significativos.

Os demais resultados das variaveis avaliadas neste estudo foram apresentados
na forma de estatisticas descritivas ou na forma de tabela.

A partir da comparacao dos resultados do nosso estudo foi construido um
quadro da visdo geral com comparacdes e precificagdo do modelo murino em

compara(;éo com o rato.
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5 RESULTADOS

5.1 Evolugdo da massa corporal dos grupos de animais durante o experimento
CCR associado a colite.

Todos os animais foram pesados antes das eutanasias para avaliar os
diferentes grupos a cada etapa da eutanasia. Através da analise estatistica da massa
corporal dos animais submetidos a eutanasia com 5 semanas o C (35,57g+2,15)
apresentou valores significantes (p<0,05) no peso corporal comparado ao DSS
(32g+1,91), assim como AOM2 (36,71g+1,11) apresentou alteracéo significativa na
meédia de peso.

Na semana 10 os dados néo tiveram grandes diferencas entre si, assim como
na semana 15 e 20 ndo apresentaram valores significativos acerca da comparacao
entre os grupos (Tabela 1).

Tabela 1 — Comparacdo da média de massa corporal dos grupos de animais (em gramas)
nas diferentes semanas de eutanasia.

Semana 5 Semana 10 Semana 15 Semana 20

Média + Erro padrao

n=7 n=7 n=7 n=7
Controle 35,57 37,42+ 40,42+ 41+
2,15a 2,63a 2,07a 2,23a
36,71+ 39,28+ 38,71+ 41,14+
AOM2 1,11a 2,87a 3,04a 2.91a
33,85+ 39,14+ 40+ 39,71+
AOMI1DSS 2,41ab 2,41a 1,91a 1,49a
34,14+ 37,14+ 40,57+ 40,28+
AOM2DSS 1,34ab 2,48a 1,51a 4,07a
DSS 32+ 38,14+ 39,71+ 42+
1,91b 3,43a 1,97a 2,71a
Valor de p 0,0007 0,5055 0,5253 0,6174

Teste Anova com pos-teste de Tukey. Letras diferentes na coluna indicam diferencas significativas
entre os grupos (p< 0,05).
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5.2 Avaliacdo dos animais durante os ciclos dextran sulfato de sodio

Durante os trés ciclos do DSS houve perda de massa corporal em alguns
grupos como mostrado na tabela de forma descritiva. Os grupos 1 e 2 tiveram ganho
de massa corporal durante o periodo do 1° ao 3° ciclo de inducdo da colite, visto que
eles ndo receberam DSS na agua ad libitum. No grupo AOM1DSS, AOM2DSS e DSS
no ciclo 1 houve uma média de ganho de massa corporal de aproximadamente 1
grama, no ciclo 2 ocorreu uma meédia de perda de massa corporal de 2 gramas
representando uma perda maior que no ciclo 1, e no ciclo 3 ocorreu uma média de
perda de massa corporal de 3,4 gramas (Figura 9A).

Através da analise do escore DAI, notou-se diferenca significante (p<0,01) dos
grupos induzidos a colite em relagdo aos grupos 1 e 2 que nado receberam DSS.
Através da andlise do peso corporal foi possivel identificar uma perda de peso nos
grupos que receberam DSS (Figura 9B).
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Figura 9 — A. Efeitos da ingestdo de DSS no peso corporal dos camundongos. B. Pontuacdo DAI, os
dados sé&o informados como média.
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5.3 Desenvolvimentos de polipos

Acerca do numero de pdlipos, alguns grupos tiveram diferencas significativas
guando comparados entre si em diferentes semanas. O C foi o Unico que néo teve
diferenca significatica, 0o AOM2, AOM1DSS, AOM2DSS e DSS quando comparados
entre si em diferentes semanas de eutanasia mostraram um aumento significativo no
namero de polipos, AOM2 e DSS apresentaram o valor de p<0,05 e o AOM1DSS e
AOM2DSS apresentaram o valor de p<0,001.

Com 5 semanas, o teste de comparacao nao indicou valores significativos entre
0os 5 grupos (Figura 10A). A partir da 10* semana os valores médios do C (0+0)
apresentaram resultados significativos comparados com a média de AOM1DSS
(2,2940,75) e AOM2DSS (4,14+1,21). O AOM2 (0,42+0,79) , por sua vez, mostrou
valores significantes comparados com as médias do AOM1DSS e AOM2DSS.
AOMI1DSS apresentou um aumento significativo comparado aos demais grupos,
assim como AOM2DSS apresentou diferenca significativa comparado a média de
todos os outros grupos (Figura 10A).

Através da anadlise da 152 semana de eutanasia o C (0,28+0,48) foi comparado
com a média dos outros grupos e foram encontrados resultados significativos dele
com o AOMI1DSS (5,14+1,57) e AOM2DSS (12,1415,58). O AOM2 (0,42:0,53)
apresentou um nivel alto de significancia quando comparado ao AOMIDSS e
AOM2DSS. Em 5 semanas, 0 AOM2DSS apresentou comparacao com alto nivel de
significAncia com os outros grupos, jA o AOM1DSS nao apresentou nivel de
significancia somente com DSS (2,28+1,38) (Figura 10A).

Por ultimo, a 202 semana foi a que apresentou valores médios mais altos de
polipos. O C (0,14+0,37) e 0 AOM2 (2,42+1,51) tiveram resultados significativos
comparados ao AOM1DSS (12,28+2,87) e AOM2DSS (20,42+7,04). Através da
analise do AOM1DSS e do AOM2DSS foi visto que eles apresentaram resultados

significativos em relacao a todos os grupos, inclusive o DSS (2+1,41) (Figura 10A).
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Figura 10 — Total de pélipos em diferentes semanas de eutanasia. Namero médio de pdlipos totais e
desvio padrao da média em cada grupo. A — Total de po6lipos. Os dados séo informados como média
+ Desvio padrdo da média. B — Fotomicrografia de segmento do célon contendo diversos polipos.
*p<0,01 **p<0,001.
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5.4 Anédlise histopatologica

AOM/DSS causou destruicdo epitelial acentuada, lesbes inflamatérias,
deformacéo de criptas, displasia, indicando a existéncia de inflamacédo e adenoma
bem diferenciado do colon, sendo alguns capazes de evoluir até para adenoma de
alto grau (tabela 2), juntamente com aumentos nas pontuacbes de lesbes
microscopicas.

Através da analise histopatoldgica, foi encontrado a frequéncia relativa e

absoluta de cada grupo, em diferentes semanas de eutanasia.

Tabela 2 - Resultados das altera¢des histoldgicas, tanto de lesdes pré-neoplasicas como de sinais
inflamatérios, em cada um dos grupos em diferentes semanas de eutandsia

LesGes pré-neoplasicas Sinais Inflamatorios
. Displasia  Displasia Tecido Graude  Dilatagdo de
Criptas . . . ~
de baixo de alto linféide inflamacgao vasos
aberrantes ) e
grau grau reacional de leve linfaticos
535n=7 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
C 1038S n=7 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
15285 n=7 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
203S n=7 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
525 n=7 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
AOM2 103Sn=7 0% (0) 0% (0) 0% (0) 57,14% (4) 85,71% (6) 57,14% (4)
OM2 155 =7 1428% (1) 0%(0) 0% (0) 0% 0% 0%
203S n=7 0% (0) 0% (0) 0% (0) 85,71% (6) 100% (7) 85,71% (6)
53Sn=7 14,28% (1) 14,28% (1) 0% (0) 100% (7) 71,42%(5)  100% (7)
AOM1 108Sn=7 100% (7) 100% (7) 0% (0) 100% (7) 100% (7) 100% (7)
Dss  158Sn=7 71,42% (5) 57,14%(4) 0% (0) 100% (7)  100% (7) 100% (7)
0,
203Sn=7 100% (7) 85,71% (6) 28{2)7% 100% (7) 100% (7) 100% (7)
58S n=7 28,57% (2) 28,57% (2) 0% 100% (7) 85,71% (6) 100% (7)
AOM2 1028Sn=7 85,71% (6) 100% (7) 0% 100% (7) 85,71%(6)  100% (7)
DSS 153Sn=7 100% (7) 100% (7) 0% 100% (7) 100% (7) 100% (7)
203Sn=7 100% (7)  100% (7) 0% 85,71% (6) 85,71% (6)  85,71% (6)
53Sn=7 14,28% (1) 14,28% (1)  0%0 100% (7)  100% (7) 100% (7)
103Sn=7 14,28% (1) 0% (0) 0%0 100% (7)  100% (7) 100% (7)
DSS
1525 n=7 0% (0) 0% (0) 0%0 100% (7) 100% (7) 100% (7)

203S n=7 14,28% (1) 0% (0) 0%0 100% (7)  100% (7) 100% (7)
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Na figura 11A observamos um colon normal com células do epitélio intestinal
sem alteracdes. Na figura 11B identificou-se a presenca de criptas na mucosa colénica
do animal 3 do grupo AOM2DSS de 10 semanas.

Figura 11 - Fotomicrografia do célon. A — C6lon normal de um camundongo.
B — Célon com a presenca de focos de cripta aberrantes (setas).

Na figura 12 observamos um adenoma tubular na mucosa coldnica circulado
(setas vermelhas). Essa lesé@o é caracterizada por apresentar estruturas tubuliformes
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com projecdao polipdide acima do plano da mucosa, juntamente com criptas aberrantes

alongadas com células cilindricas, nucleos fusiformes/ovais (setas).

Figura 12 - Fotomicrografia da mucosa colénica com presenga de adenoma tubular de alto
grau (circulo) com criptas aberrantes (setas).

A ~ )

Através da visualizagdo da figura 13 é possivel observar 3 diferentes
morfologias sendo elas as células intestinais sem alteracdes (seta 4), adenoma (seta
3) com tecido linfoide reacional circulado (seta 1) e na submucosa, a presenca de vaso
linfaticos de lumen dilatado (seta 2).
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Figura 13 - Fotomicrografia da mucosa colbénica. A — Presenca de adenoma tubular de alto
grau e tecido linféide reacional com vasos linfaticos dilatados. B — Tecido linfoide reacional
com presenca de dilatacao linfatica.

> 'Q'. *; )_,I ¥ g!!i' 3 ‘."‘*'. \ i

5.5 Analise do estresse e ansiedade

Verificou-se que em relacdo aos resultados da comparacéo entre 0S grupos
experimentais submetidos ao DSS e ao AOM no periodo p6s-DSS e na semana que
antecedeu a eutanasia, pode-se destacar que o tempo absoluto que cada grupo ficou
nos bracos abertos e fechados no teste do labirinto em cruz elevada foi diferente para
cada grupo.
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Considerando agora a analise dos camundongos na semana apos o ultimo ciclo
de DSS, nao houve diferenca significante entre os grupos em relacdo a média de

tempo no braco fechado (Figura 14) , (p=0.5032).

Figura 14 - Tempo de permanéncia nos bracos aberto, fechado e central durante o teste do

labirinto em cruz elevado de cada grupo de animais submetidos ao estudo.
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Os resultados apresentaram um valor de p = 0.2796 em relagdo ao tempo de
permanéncia no braco aberto, p = 0.2166 no braco fechado e p = 0.2365 na zona
central do aparato de LCE.

Ja, em relacdo a resposta comportamental dos camundongos relacionada a
atividade locomotora e exploratdria devido ao efeito do estresse induzido pelo DSS e
pelo AOM, pode-se comparar o nimero de entrada dos camundongos do grupo C ao
DSS na zona periférica e na zona central apos o DSS (Tabela 3) e fazer a mesma

analise entre 0s grupos na semana que antecedeu a eutanasia.

Tabela 3 — Teste de Campo Aberto - Comparacédo entre 0s grupos acerca do tempo
de permanéncia na zona central e periférica.
Tempo de permanéncia Tempo de permanéncia

na area central na area periférica
Grupos
(segundos) (segundos)

MédiatDesvio padrao
C (Controle) 57,19+23,07 242,81+23,07
AOM?2 61,69+26.20 238,31+26,20

/= G4 AOM2DSS)
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AOM1DSS 44,00+£21,57 256,00+21,57
AOM2DSS 64,29+24,16 235,71+24,16
DSS 63,10+33,99 236,90+33,99
Valor de p 0.0846 0.0846

Teste de anova de 2 vias.

J& na semana que antecedeu a eutanasia, considerando o numero médio de
entradas na zona periférica pelos camundongos de cada grupo em especifico, temos

um aumento significativo no quesito estresse e ansiedade (Tabela 4).

Tabela 4 — Teste de Campo Aberto - Comparacado entre 0s grupos acerca do nimero de

entradas na zona central e periférica

N° de entradas na zona N° de entradas na zona

Grupos central periférica

MédiatDesvio padrao

C (Controle) 15,61+5,70 15,46+5,71
AOM2 15,68+7,57 15,46+7,75
AOM1DSS 157,57 14,93+7,67
AOM2DSS 7,9315,20 7,8245,13
DSS 8,8216,19 8,75+6,10
Valor de p <0,0001 <0,0001

Teste de anova de 2 vias.

5.6 Visao geral do estudo

Através da interpretacdo dos resultados do presente estudo, foi possivel uma
comparacao com pesquisas da literatura em outro modelo animal. Foram comparados
0 nosso modelo murino (hr/hr) com modelo em rato, acerca das diferencas

encontradas e gastos em cada modelo (Tabela 5).



Tabela 5 — Viséo geral das vantagens na utilizacdo do nosso modelo murino em camundongo Hairless comparado ao rato.

Parametros

Modelo murino (HRS/J)

Modelo em rato

Referéncia

Peso médio em adultos (g)

40 g (machos)
30/35 g (fémeas)

300 a 400 g (fémeas)
500 a 600 g (Machos)
(Rattus norvegicus)

Consumo de agua por dia (ml) 10 ml 50 ml
Consumo de ragéo por dia (g) 10g 259
Quantidade necessaria de | 300 x 195 x 120 - 60g | 410x 340x175-100g (para 2 dias)

maravalha/Cepilho como “cama” (g)

(para 2 dias)

(ANDRADE; PINTO;
OLIVEIRA, 2006).

Tempo no surgimento de lesGes pré- | 10 semanas 18 semanas (fémeas Sprague- | (Hakansson et. al,
neoplasicas (semanas) Dawley) 2011)
Criptas aberrantes (semanas) 5 semanas 12 semanas (LIMEIRAS, 2016)

Quantidade de azoximetano injetada/
Preco por animal (25 MG — US$ 703,44)
(20/06/2023).

10 mg/kg/peso
40g = 0,04 kg = 0,4mg de AOM por
animal = US$ 11,17

15 mg/kg/peso
350g = 0,35 kg = 5,25mg de AOM
por animal = US$ 146,68

(Haékansson et. al,
2011)

DSS
diluida/consumida em agua (25 MG —
US$ 688,12) (20/06/2023).

Quantidade de

DSS 2,5% (25g/1000 ml) 1 ciclo
(7dias) = 70 ml por animal = US$
47,83

DSS 4% (40g/1000 ml)
1 ciclo (7dias) = 350 ml =
382,63

Uss$

(Hékansson et. al,
2011)

Fonte: Elaboracgéo prépria



59

6 DISCUSSAO

Foram utilizados modelos murinos do mesmo sexo pela possibilidade de
comparacao dos resultados e por permitir a uniformidade do estudo (LARANJEIRA et
al.,1998). Ha evidéncias que 0s estrogénios possuem relacdo com a carcinogénese
induzida experimentalmente. Através do estudo de Kobaec-larsen (2004), sobre os
efeitos secundarios da indugcdo de CCR com AOM em ratos, foi demonstrado que as
fémeas desenvolveram tumorigénese renal, ndo aparecendo nos machos.

A administracdo oral do polissacarideo sulfatado DSS, diluido na agua de
beber, a camundongos, induz colite grave caracterizada por diarreia, hematoquezia,
perda de peso, formacdo de Ulcera, perda de células epiteliais e infiltracbes com
neutréfilos, assemelhando-se a algumas caracteristicas de surtos de retocolite
Ulcerativa humana (WIRTZ et al., 2017).

Através dos resultados encontrados, notou-se que nem o pré-tratamento com
apenas AOM nem a administracéo distinta de 3 ciclos de DSS a 2,5% sao capazes de
induzir significativas lesdes tumorais no colon e reto dos camundongos com 20
semanas de inducéo tumoral. No entanto, a combinacado dos dois compostos foi capaz
de induzir adenomas com displasia de baixo e alto grau em apenas 10 semanas de
inducao tumoral.

O CCR associado a colite resulta da inflamagé&o crénica no intestino, que por
sua vez € imprescindivel para o desenvolvimento mais acelerado do CCR. O
crescimento tumoral associado a colite esta situado dentro do colon em areas de
inflamacdo aguda procurando mimetizar o CCR por meio do acumulo de varias
mutacdes nas celulas epiteliais do intestino (STASTNA et al., 2019).

O modelo murino de AOM/DSS exibe colite severa com perda de peso corporal
e diarreia sanguinolenta, seguida pelo desenvolvimento de multiplos tumores de célon
(SUN et al., 2023). O estudo de Burtin et al., (2020) mostrou que o carcinégeno, 0
protocolo de dosagem e linhagem do camundongo estédo relacionados e interferem no
periodo de laténcia que varia de 24-50 semanas. Com os resultados encontrados em
nosso estudo utilizando o camundongo Hairless, foi visto um crescimento de
adenomas em animais com apenas 10 semanas de indugao tumoral.

Segundo o estudo de Do Amaral (2022) e Higa et al. (2011), foram observados
somente focos de cripta aberrantes em ratos Wistar, apés 12 semanas de inducao

tumoral com DMH. Em outro estudo realizado, utilizou-se o modelo de CCR induzido
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com AOM em ratos Wistar submetidos a eutanasia com 6 semanas, e na avaliacao
acerca da carcinogénese do colon, apenas criptas aberrantes foram observadas
(MARKS et al., 2008). Por outro lado, em nosso estudo utilizando camundongos
hairless, e com apenas 10 semanas de inducao tumoral por meio de 2 doses de AOM
e 3 dss, observamos adenomas com diversas alteracdes histopatologicas.

A maioria dos estudos de CCR utilizando modelos animais apresentam
pequena progressao do cancer, encontrando apenas focos de criptas aberrantes
normalmente. Em um estudo com camundongos Swiss induzidos ao CCR com DMH,
0S animais apresentaram focos de cripta aberrantes em 12 semanas de inducéo
tumoral (LIMEIRAS, 2016).

Em estudos prévios com este modelo murino, observamos que em todos 0s
grupos que foram induzidos com AOM + DSS apresentaram adenomas, com criptas
aberrantes e lesfes inflamatodrias. Foi visto que os animais submetidos a inducéo
tumoral e colite apresentaram um aumento no estresse e ansiedade (NEVES, 2021).

A exposicéo prolongada a estimulos estressantes desencadeia uma resposta
fisiol6égica adaptativa no organismo, resultando em comportamentos de estresse e
ansiedade (BORODOVITSYNA; FLAMINI; CHANDLER, 2018). Antoni e Dhabar
(2019) relataram a existéncia da relacdo entre estresse, progressao, surgimento de
tumores e surgimento de metastases, consequéncia do desencadeamento de
processos neuroenddécrinos e desregulacdo do sistema imunoldgico (ANTONI;
DHABHAR, 2019). Nos resultados obtidos no nosso estudo, valores significativos
foram encontrados no Teste de Campo Aberto, indicando maiores periodos na zona
periférica de animais submetidos ao estresse ambiental, estresse da colite e da
inducao tumoral. Além de maiores tempos no bracgo fechado no teste de LCE.

A colite induzida por DSS em roedores aumenta 0s niveis plasmaticos de
corticosteroéides e citocinas pro-inflamatorias, com elevacédo de interleucina-6 e GRO-
a no cérebro. Consequentemente, essa resposta ativa sinais no sistema nervoso
central, desencadeando uma resposta reflexa ao estresse e um comportamento
semelhante a ansiedade, que se agrava com a perda de peso e a debilitacdo
progressiva decorrente da neoplasia (REICHMANN et al., 2015). Em nosso estudo
também observamos perda de peso, prolapso retal, e outras alteragbes que
influenciam na resposta do estresse e ansiedade murino.

O modelo de inducdo tumoral colorretal utilizado em nosso estudo é

parcialmente parecido com estudos encontrado na literatura, e optou-se por utilizar o
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camundongo hairless como alvo de inducdo do CCR associado a colite com
AOM/DSS, em diferentes doses, comparados em diferentes progressées semanais de
inducéo tumoral. Portanto, mais estudos serdo necessarios para validar o modelo ora
desenvolvido, visto que outros dados de biologia molecular, bioquimica e imuno-

histoquimica serdo necessarios.

7 CONCLUSAO

A inducdo com AOM e DSS foi responséavel pelo desenvolvimento de pélipos
adenomatosos a partir da 102 semana de inducéo tumoral com 1 e 2 doses de AOM
associadas ao DSS.

A histopatologia nos célons dos camundongos apresentou diversas alteracfes
pré-neoplasicas com sinais inflamatérios nos animais induzidos quimicamente com
diferentes doses de AOM e DSS.

E possivel afirmar que as alteracdes comportamentais como o estresse e a
ansiedade murina se mostraram alterados em todos os testes realizados,
demonstrando uma correlacdo dos camundongos frente a diferentes doses de AOM e
DSS.

Por fim, o indice de atividade da doenca (DAI), confirmou a colite nos célons
dos camundongos induzidos com DSS, através da mensuracdo dos diversos
parametros envolvidos na patogénese da colite.

Como visto anteriormente, a utilizacdo de 3 ciclos de DSS encarece muito a
pesquisa no modelo animal utilizando ratos, assim como as injecdes de AOM, ja no
modelo murino hairless o custo-beneficio é evidente quando se trata das substancias
utilizadas, tempo necessario e tipo de alteracbes encontradas no camundongo

hairless.
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10 APENDICE

APENDICE A - Avaliacdo dos animais durante os ciclos de DSS.

CICLO 1

CICLO 2

Grupos

Controle
AOM2
AOM1DSS
AOM2DSS
DSS

Consisténcia das

Nor
mal

27
28
0
0
0

fezes

Mole
1

0
13
4
18

Diarreia
0
0
15
24
10

Sangramento

Oculto

0
0
19
19
18

Consisténcia das fezes

Normal

28
28
1

Mole

0

o Fk W

Diarreia
0
0
24
26
28

Sangramento

Oculto

0

0
12
14
18

CICLO 3
Consisténcia das fezes Sangramento
Normal Mole  Diarreia Oculto
28 0 0 0
26 2 0 0
1 3 23 17
0 1 27 15
1 2 25 17
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APENDICE B- Média da massa corporal dos grupos de animais durante os ciclos de dextran sulfato de

sédio.
CicLO 1 CICLO 2 CICLO 3
Média Média Média Média Média Média
da massa da massa da massa da massa da massa da massa
corporal corporal corporal corporal corporal corporal
GRUPOS inicial final inicial final inicial final
Controle 31,43¢g 32,719 32,649 34,86 36,109 36,109
AOM2 31,21g 33,369 34,119 35,439 36,199 36,629
AOM1DSS 33,149 33,649 35,719 34,049 36,959 36,109
AOM2DSS 31,189 31,869 34,32¢g 32,799 36,009 35,71g
DSS 30,969 32,399 34,82¢g 32,75¢g 36,679 35,579
g = gramas.

APENDICE C- Média do nimero de pdlipos dos animais em diferentes semanas de indug&o tumoral.

5 Semanas 10 Semanas 15 Semanas 20 Semanas
Controle 00 0+0 0,28 £ 0,48 0,14+0,37
AOM2 0,14+0,37 0,42+0,79 0,42+0,53 2,42+1,51
AOM1DSS 0,85+0,69 2,2940,75 5,14 +1,57 12,28+2,87
AOM2DSS 1+1,15 4,14+1,21 12,14 £5,58 20,42+7,04
DSS 0,14+0,37 0,71+0,75 2,28+1,38 241,41




