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Resumo
Introdugdo e Objetivos:

O cancro é a principal causa de morte em paises desenvolvidos e a segunda causa
de morte em paises em desenvolvimento. O cancro colo-rectal (CCR) é o terceiro tumor
mais comum em homens e o segundo em mulheres, representando 10% de todos tipos
de cancro em todo o mundo. Com 608.000 mortes estimadas a cada ano, o CCR é a
guarta causa de morte mais comum relacionada ao cancro no Mundo. A Dieta
Mediterranica teve a sua origem nos paises banhados pelo Mar Mediterraneo tendo
estado nos Ultimos anos no centro das atengdes. Varios aspectos da Dieta
Mediterranica tém sido associados a um risco reduzido ndo apenas de CCR, mas
também de varios outros tipos de cancro. A fibra dietética foi sugerida como hipdtese
para reduzir e prevenir o risco e o aparecimento de CCR. A producdo de acidos gordos
de cadeia curta (SCFA’s do inglés short chain fatty acids) é determinada por uma série
de factores, incluindo a sua producdo pela microflora presente no célon.

A relevancia do presente trabalho apoia-se em estudos que reforcam o facto
de uma dieta rica em fibras se relacionar com um menor risco de desenvolvimento de
diversas doencas gastrointestinais, nomeadamente o cancro colo-rectal. Assim, com
este trabalho pretendemos compreender melhor a influéncia da dieta e dos acidos
gordos de cadeia curta na regulacdo e na incidéncia de CCR, recorrendo a um estudo
em ambiente clinico. Esta proposta visa correlacionar as informacg6es nutricionais do
individuo, obtidas através de um inquérito de frequéncia alimentar, com a analise
metabolémica de amostras fecais em termos de concentragdes de acidos gordos de

cadeia curta.

Materiais e métodos:

Varias tarefas foram realizadas de forma a cumprir o objectivo deste trabalho. A
amostra populacional para a realizacdo deste trabalho é constituida por individuos com
diagnodstico de cancro colo-rectal e individuos controlo sem diagndstico da patologia.
Com o objectivo de avaliar as informacgdes nutricionais recorrentes da alimentacado, aos
doentes e individuos saudaveis que aceitem por assinatura de um Consentimento
Informado participar no estudo, foi realizado um questiondrio de frequéncia alimentar.

Os resultados destes inquéritos foram processados e avaliados pela Unidade de
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Epidemiologia Nutricional Servico de Higiene e Epidemiologia da Faculdade de
Medicina da Universidade do Porto. Foram avaliados parametros como a o consumo
de batatas, aves, carnes, peixe, frutas, cereais, leguminosas, vegetais, batatas,

lacticinios, azeite e o consumo de bebidas alcodlicas.

A colheita das amostras bioldgicas (fezes) dos individuos foi realizada anteriormente
a data colonoscopia ou nos dias seguintes a mesma apds regularizacdo do transito
intestinal. Apds recolha, acondicionamento e posterior preparacdo para analise as
amostras bioldgicas foram analisadas por espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de alta resolu¢do (*H RMN). Este trabalho contou com a participacdo de 96
individuos divididos em dois grupos: com cancro colo-rectal e individuos sem a
patologia. A amostra foi caracterizada em termos de idade, distribuicdo por distrito e
nivel de literacia. Foi também analisada a concentracdo de acetato, de butirato e de
propionato em funcdo da presenca ou auséncia de CCR, da localizacdo e do estadio do
tumor.

Discussao:

Foram encontradas diferencas no consumo de fibra alimentar entre os doentes de
CCR e o grupo controlo, ndo tendo sido observadas diferencas estatisticamente
significativas nos grupos em estudo (localizacdo do tumor, indice de MeDi—score).
Também ndo foram verificadas diferencas na andlise de acidos gordos. Estes resultados
podem dever-se a existéncia de poucos individuos no grupo controlo e a absorcdo
intestinal de SCFA's.

Em trabalhos futuros seria importante analisar o microbioma presente nas
amostras fecais de forma a correlacionar essas informacdes com os dados obtidos por
RMN, de modo a avaliar de que forma a absorc¢do intestinal pode afectar a presenca
de SCFA’s nas fezes e se seria plausivel usar os metabolitos presentes como

bioindicador da presenca de CCR.

Palavras-chave: Cancro colo-rectal, Dieta Mediterranica, Acidos gordos de cadeia

curta, Fibra dietética, Analise metaboldmica.
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Abstract
Introduction and objectives:

Cancer is the leading cause of death in developed countries and the second
leading cause of death in developing countries. The colorectal cancer (CRC) is the third
most common tumor in men and the second in women, representing 10% of all types
of cancer around the world. With 608,000 deaths estimated each year, the CRC is the
fourth most common cause of death related to cancer in the world. The Mediterranean
Diet has its origins in the countries bordering the Mediterranean Sea and has been in
the spotlight in the recent years. Several aspects of the Mediterranean diet have been
associated with a reduced risk not only of CRC, but also several other types of cancer.
The dietary fiber has been suggested as a possible way to reduce and prevent the risk
and the appearance of CRC. The production of short chain fatty acids (SCFA’s) is
determined by a number of factors, including the numbers and types of microflora
present in the célon, substrate source and intestinal time transit.

The relevance of this study is based on studies that reinforce the fact that a diet
rich in fibers relate to a lower risk of developing various gastrointestinal diseases, in
particular colorectal cancer. So, with this work we intend to better understand the
influence of diet and short chain fatty acids on the regulation and incidence of CRC,
using a clinical study.

This proposal aims to correlate the nutritional information of the individual,
obtained through a food frequency survey, with the metabolomic analysis of fecal
samples in terms of short chain fatty acid concentrations.

Materials and methods:

Several tasks were performed in order to fulfill the objective of this work. The
population sample for the accomplishment of this work is constituted by individuals
with diagnosis of colorectal cancer and control individuals without diagnosis of the
pathology. In order to evaluate recurrent nutritional information of the diet, patients
and healthy individuals, the sick and healthy individuals who accept by signing a written
informed consent to participate in the study, we conducted a questionnaire of food
frequency. The results of these surveys were processed and evaluated by the Unit of
Nutritional Epidemiology Service of Hygiene and Epidemiology of Porto’s University

Faculty of Medicine. We evaluated parameters such as the consumption of potatoes,
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poultry, meat, fish, fruit, cereals, legumes, vegetables, potatoes, milk products, olive
oil and the consumption of alcoholic beverages.

The collection of biological samples (feces) of individuals were performed prior
to the célonoscopy date or on the days following the same after regularization of the
intestinal transit. After collection, conditioning and subsequent preparation for
analysis the biological samples were analyzed by high resolution nuclear magnetic
resonance (1H NMR) spectroscopy. This study had the participation of 96 individuals
divided into two groups: with colorectal cancer and individuals without the pathology.

The sample was characterized in terms of age, distribution by district and level
of literacy. The concentration of acetate, butyrate and propionate was also analyzed
according to the presence or absence of CRC, the location and stage of the tumor.
Discussion:

There were differences in dietary fiber intake between CRC patients and control
groups, but no statistically significant differences were observed in the study groups
(tumor location, MeDi-score index). There were also no differences in fatty acid
analysis. These results may be due to the existence of few individuals in group
supervision and the intestinal absorption of SCFA’s.

In future studies, it would be important to analyze the microbiome presence in
the fecal samples in order to correlate this information with the data obtained by NMR
in order to evaluate how intestinal absorption can affect the presence of SCFA’s in
feces and whether it would be reasonable to use the metabolites present as

bioindicator of the presence of CRC.

Key words: Colorectal cancer, Mediterranean diet, Short chain fatty acids, Dietary

fiber, Metabolomic analysis
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1. Cancro Colo-rectal (CCR)

Introdugdo

O cancro, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), define-se pelo

crescimento descontrolado e pela propagacdo das células, podendo frequentemente

invadir os tecidos circundantes e mesmo metastizar. Esta patologia é a principal causa

de morte em paises desenvolvidos e a segunda causa de morte em paises em

desenvolvimento de acordo com a figura 1 (Siegel, Desantis, and Jemal, 2014).

Australia/Mew Zealand
Western Europe
Southern Europe
Morthern Europe
Morthern America
Central and Eastern Europe
Eastern Asia

Southern Africa
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South-Eastern Asia
Caribbean

South America
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Figura 1: Incidéncia de cancro CCR por idades e género no mundo. Imagem retirada de Ferlay et al. 2015

Em 2012, na Europa, foram diagnosticados cerca de 3,4 milhdes de novos casos de

cancro, dos quais 53% em homens e 47% em mulheres, tendo-se verificado que no

género masculino os cancros mais comuns sdao o da préstata (416.700 casos que

corresponde a 22,8% do total), o do pulmdo (291.000 casos que corresponde a 15,9%
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do total), o colo-rectal (CCR) (242.000 casos que corresponde a 13.2% do total) e o da
bexiga (118.000 de casos que corresponde a 6,5% do total). Nas mulheres, o cancro da
mama € a neoplasia mais diagnosticada (463.800 casos que corresponde a 28,8%),
seguida pelo CCR (205.000 casos que corresponde a 12,7% do total), pulmao (119.000
casos que corresponde a 7,4% do total) e colo do Utero (99.000 casos que corresponde
a 6,1% do total). O numero total estimado de mortes por cancro na Europa em 2012

foi de 1,75 milhGes como é possivel verificar na figura 2 (Ferlay et al., 2013)

. >353
B 31.5-353
e 283-31.5
9-8. 244-283
<49 <244

Figura 2: Incidéncia de CCR no mundo por cada 100.000 habitantes. A imagem da esquerda refere a
incidéncia mundial de CCR (A) e a da direita foca-se nos paises europeus(B). Imagem retirada de Ferlay
et al. 2015; IARC 2016.

O CCR é o terceiro tumor mais comum em homens e o segundo em mulheres,
representando 10% de todos tipos de cancro em todo o mundo. A incidéncia é maior
nos homens numa propor¢dao de um homem em cada quatro mulheres. Com 608.000
mortes estimadas a cada ano (8% de todas as mortes por cancro), o CCR é a quarta
causa de morte mais comum relacionada com o cancro no Mundo, sendo que a sua
prevaléncia aumenta a partir dos 70 anos, tal como se verifica na figura 3 (Labianca et
al., 2013). Em Portugal, no ano de 2012 a incidéncia foi de 7.129 casos enquanto a

mortalidade foi de 3.797 casos (Ferlay et al., 2013).
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Figura 3: Distribuicdo de sobreviventes de cancro por idade. Imagem retirada de Miller et al. 2016.

O cdlon, um longo érgdo tubular, € uma das componentes fundamentais do sistema
digestivo, sendo o maior e o primeiro dos segmentos do intestino grosso, localizado
entre o intestino delgado e o recto. As suas fungdes principais sdo a absorcdo de agua,
de sais minerais e de nutrientes, assim como o armazenamento de todo o material
residual que constitui as fezes. O cdlon divide-se em quatro sec¢bes: o colon
ascendente localizado no lado direito; o cdélon transverso; o coélon descendente
localizado no lado esquerdo e o célon sigmoide, que é a parte do célon que se une ao

recto como podemos verificar na figura 4.
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Intestino
Delgado

Sangue

Figura 4: Representacdo esquemadtica das partes constituintes do cdlon. Imagem retirada de:

http://www.cidpitombo.com.br/especialidades_cdélon.htm, consultada a 25 de Maio de 2017.

Os alimentos, parcialmente digeridos que constituem o quilo entram no cdlon
vindos do intestino delgado. No célon, a dgua e alguns nutrientes sdo removidos e o
restante ird prosseguir, como desperdicio. Esse desperdicio passa do célon para o recto
e, posteriormente, para fora do organismo através do anus (Arvelo, Sojo, and Cotte,

2015).

O risco de desenvolver CCR depende de fatores que podem estar relacionados com
o estilo de vida ou hdabitos comportamentais, tais como o tabagismo, o consumo
elevado de carne vermelha, a obesidade, a inactividade fisica e factores genéticos. O
maior factor de risco para o aparecimento de CCR é a idade, quase 70% dos doentes
com este cancro tém mais de 65 anos de idade, sendo esta doenca rara antes de 40
anos (Brenner, Kloor, and Pox, 2014). Quando o CCR se dissemina, ou metastiza, para fora
do cdélon ou do recto, as células tumorais sdo, muitas vezes, encontradas nos ganglios
linfaticos mais proximos. Se as células tumorais ja tiverem atingido estes ganglios, é
provavel que se tenham disseminado, também, para outros ganglios linfaticos, ou
mesmo para outros 6rgdos, como é exemplo o figado ou os pulmd&es (Haggar, Boushey,

and Ph, 2009).

Existe uma maior preponderancia para o aparecimento de CCR em doentes que

tenham uma histéria pessoal de adenoma, ou de doenca intestinal inflamatdria
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Introdugdo

(doenca de Crohn ou colite ulcerosa). Também uma historia familiar significativa de
CCR ou de pdlipos, de alguma sindrome hereditaria como a polipose adenomatosa
familiar (PAF), sindromes associados a Lynch (ndo-polipose hereditério), assim como a

sindrome de polipose associadas ao gene MUTYH.

Os sintomas de CCR estdo associados a tumores relativamente grandes e/ou a
estadios avancados da doenca (Brenner et al., 2014) e, geralmente, ndo sdo especificos
para o cancro de célon. A alteracdo nos habitos intestinais, dor abdominal geral ou
localizada, perda de peso sem outras causas especificas, astenia, deficiéncia de ferro e
anemia sdo 0s sintomas e sinais mais comuns e estdo de algum modo dependentes da
localizacdo e do estadio do tumor primario. Estes sintomas estdo associados a pior
progndstico e seu nimero, mas ndo a sua duracdo, estd inversamente relacionado com

a sobrevivéncia (Smyth et al., 2016).

Existem trés tipos de CCR que podem ser distinguidos pelas suas formas de origem
e de expressdo clinica, o tipo esporadico, o tipo familiar e o tipo hereditario. O tipo
esporadico é um termo usado para diferenciar tumores que aparecem em individuos
gue ndo possuem nenhuma mutacdo que os torne susceptiveis ao desenvolvimento
deste tipo de cancro, diferenciando-os assim de cancros que aparecem em pessoas
gue tém uma mutacado associada a doenca e se caracterizam por ndo ter qualquer tipo
de relacdo familiar. Na grande maioria de doentes com CCR, cerca de 70%, o seu tumor
é de tipo esporadico e ocorre em individuos com mais de 50 anos. Esta forma de CCR
pode dever-se a activagao de oncogenes, inactivacdo de genes supressores tumorais
ou a uma acumulacdo de mutacGes genéticas como K-Ras ou BRAF/V600E (Raskov et
al., 2014). O tipo familiar, para o qual nenhum gene associado foi identificado, constitui
cerca de 25% dos casos (Abrantes, 2013). Os estudos populacionais mostram uma maior
probabilidade de desenvolver este tumor quando membros da familia, de
consanguinidade primadria, tenham sofrido de cancro do célon esporadico sendo o
risco igual a duas a trés vezes maior do que na populacdo normal. Os factores
ambientais provavelmente determinam quais dos individuos que sdo geneticamente
predispostos desenvolverdo este tipo de cancro. O tipo hereditario, com duas variantes
tumorais que podem ser distinguidas pela predisposicdo a estar relacionado a presenca

de pdlipos adenomatosos, ou ndo, e que constituem cerca de 10% dos casos. No tipo
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hereditario podemos distinguir: a PAF, em que os doentes apresentam podlipos
multiplos em que, na auséncia de cirurgia preventiva, um ou mais pode-se tornar
maligno por volta dos 40 anos de idade; e a variante ndo associada a polipose, ou
cancro colo-rectal hereditdrio ndo-poliposo (HNPCC, do inglés, hereditary non-
polyposis colorectal cancer), que é um tumor maligno com alto risco de desenvolver

um cancro ndo-digestivo (Arvelo et al., 2015).

1.1. Tratamento no CCR

Nos ultimos anos tem-se verificado um aumento progressivo na sobrevivéncia e na
diminuicdo da mortalidade no que diz respeito ao CCR, atribuivel a grandes avancos
nas técnicas cirdrgicas, no uso de quimioterapia adjuvante, nas melhores técnicas de
radioterapia e nos rastreios mais alargados. Aproximadamente 50% dos doentes
recentemente diagnosticados progredirdo para o cancro metastatico, com uma
expectativa de sobrevivéncia média aos cinco anos de 50-60% (Miller et al., 2016; Smyth
et al., 2016). Em 2008, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) determinou que cerca
de 600.000 pessoas morreram em todo o mundo como resultado deste tipo de cancro.
Geralmente o diagndstico de CCR ocorre tarde, com a presenca de metdstases, um dos
principais obstaculos para se conseguir um tratamento mais eficaz (Siegel et al., 2014).
O CCR é classificado de acordo com a profundidade de invasdo local (estadio T),
comprometimento dos ndédulos linfaticos (estdgio N) e presenca de metdstases a
distancia (estadio M) (Labianca et al., 2013) presente no anexo 1. O estadio do tumor
divide-se segundo a classificacdo AJCC nas categorias |, Il (A, B, C), Ill (A, B, C) e IV (A, B,
C) presento no anexo 2. Estas categorias relacionam de uma forma mais geral que a
classificacdo TMN o estado de desenvolvimento do cancro. O estadio O corresponde a
uma fase muito inicial em que o cancro é localizado e isolado, nos estadios |, II, llIA o
cancro esta ja numa fase regional, onde se estende para fora do 6rgao de origem. Nos
estadios IlIB e llIC existe uma maior extensdo da lesdo e este ja ultrapassou varios
tecidos do corpo tendo grandes probabilidades de continuar a disseminar-se a
distancia e formar metdstases. O Estadio IV corresponde a uma fase bastante avancada
da doenca onde o cancro apresenta metastases em varias localizacGes (Labianca et al.,

2013).
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Introdugdo

Com base nestas caracteristicas, o tumor é estadiado e é feita a decisdo da
abordagem terapéutica, que pode incluir a cirurgia, a quimioterapia, a radioterapia ou

ainda uma associacdo destes tratamentos como mostra a figura 5 (Brenner et al., 2014).

100 —

[ Polypectomy alone
[l Colectomy alone
I Colectomy + chemo (+/-RT)

I Chemo and/or RT

[E] No surgery, RT, or chemo

Percent

2 <1 <1 1 1

Stage | &Il Stage lll Stage IV

Figura 5: Tratamento em CCR por estadio de doenga. Imagem retirada de Miller et al. 2016.

A cirurgia é o método mais comum para o tratamento do CCR, cujo objectivo é
remover o cancro na sua totalidade. E um tipo de tratamento local na medida em que
é aplicada no cdolon ou no recto e na zona peri-tumoral. Um pdlipo maligno de
pequenas dimensdes, pode ser removido do cdlon ou da zona superior do recto, com
um coélonoscépio. Quando os pdlipos sdo de maiores dimensdes a abordagem para a
sua excisdo tera de ser diferente. Neste caso, o cirurgido faz uma incisdo no abdémen,
para remover o tumor e uma parte de tecido sauddvel do célon ou do recto, para ter
margens de seguranca e verifica se ocorreu ja extensdo loco-regional. Podem também
ser removidos alguns ganglios linfaticos vizinhos (Miller et al., 2016).A quimioterapia
consiste na utilizacdo de farmacos para eliminar as células tumorais, e pode ser
constituida apenas por um farmaco ou por uma associacdo de farmacos. Os farmacos
podem ser administrados oralmente, sob a forma de comprimidos, ou através de uma
injeccdo intravenosa (1V). Em qualquer das situacdes, os farmacos entram na corrente

sanguinea e circulam por todo o organismo, razao pela qual é chamada terapéutica
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sistémica. E geralmente administrada por ciclos de tratamento, repetidos de acordo

com uma regularidade especifica, de situacdo para situacdo (Labianca et al., 2013).

O doente pode realizar apenas quimioterapia, quimioterapia antes ou depois da
cirurgia, radioterapia ou ambas. Quando a quimioterapia € administrada antes da
cirurgia, é denominada de terapéutica neoadjuvante. O objectivo é diminuir o tamanho
do tumor. A guimioterapia administrada logo apds a cirurgia é denominada de
terapéutica adjuvante sendo o objectivo a destruicdo de quaisquer células tumorais
remanescentes e prevenir uma recidiva do tumor. Este meio de tratamento também é
usado para tratar pessoas com doenga avangada e, neste caso, o intuito € apenas

paliativo, ie, para controlar o tumor e oferecer mais algum tempo de vida ao doente.

As opgBes de quimioterapia incluem a oxaliplatina, o irinotecano e as
fluoropirimidinas, como é exemplo o 5-fluorouracilo (5-FU). A primeira linha de
tratamento consiste na administracdo intravenosa ou oral de fluoropirimidinas,
usualmente em varias combinacdes (Smyth et al., 2016). A radioterapia é um tratamento
local e, como tal, afecta apenas as células tumorais na zona tratada: utiliza radiacdo
ionizante com objectivo de matar as células tumorais. No CCR esta técnica sé se aplica

em tumores do recto(Miller et al., 2016).

2. Dieta Mediterranica

A Dieta Mediterranica teve a sua origem nos paises banhados pelo Mar
Mediterraneo ou que por ele sdo influenciados, nomeadamente paises do sul da
Europa, como Portugal, Franca, Itdlia, Espanha e Grécia. Este padrdo alimentar
comecou a ser descrito nos anos 50 e 60 do século XX por Ancel Keys, sobretudo a luz
do que se praticava em Creta, em outras regiGes da Grécia e no sul de Italia (Davis et
al.,, 2015) . A palavra “dieta” deriva do termo grego “diaita” que significa estilo de vida
equilibrado. A Dieta Mediterranica é precisamente isso, um estilo de vida marcado pela
diversidade e conjugado com outras caracteristicas, como representado na figura 6,
tais como o consumo elevado de alimentos de origem vegetal (cereais pouco

refinados, produtos horticolas, fruta, leguminosas secas e frescas e frutos secos e
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oleaginosas); o consumo de produtos frescos, pouco processados e locais, respeitando
a sua sazonalidade; a utilizagcdo do azeite como principal gordura para cozinhar ou
temperar alimentos; o consumo baixo a moderado de lacticinios; o consumo frequente
de pescado e o baixo e pouco frequente consumo de carnes vermelhas; o consumo de
agua como a bebida de eleicdo e um baixo e moderado consumo de vinho a
acompanhar as refei¢des principais; a realizacdo de confecgBes culinarias simples e
com os ingredientes nas proporcdes certas; a pratica de atividade fisica diaria; e a
realizacdo das refeicdes em familia ou entre amigos, promovendo a convivéncia entre

as pessoas a mesa (Pericleous, Mandair, and Caplin, 2013) .

A Piramide da Dieta Mediterranica: um estilo de vida para os dias de hoje Porcoes de alimentos baseadas na
Recomendacgdes para a populacao adulta frugalidade e nos habitos locais

Vinho em moderagao e de acordo
com as crengas sociais

Doces < 2p

Batatas < 3p Carnes vermelhas < 2p
Carnes processadas < 1p

Semanalmente

Lacticinios 2s .
(de preferéncia magros)

Fruta 1-2 | Horticolas = 2p 3
Variedade de cores/texturas '/ Massas / Arroz / Couscous /
(cozinhados / Crus) ) i Outros cereais 1-2p

(de preferéncia integrais)

Acadarefei- | Diariamente

Agua e infusoes

© 2010 Fundacion Dieta Mediterrinea

Biodiversidade e sazonalidade

Actividade fisica regular

Descanso adequado Produtos tradicionais,
Convivéncia locais e amigos do ambiente
Actividades culinérias
Edicao de 2010 P=Porgio
¢/ AR, Y
vV € U
undacion 5 B Prediimed CIHEAM .
Dieta Mediterranea #00D CULTURES Hemmerniens Wwhs | s b

Figura 6: Piramide alimentar da Dieta Mediterranica, Imagem retirada de: Fundacién Dieta Mediterranea
https://dietamediterranea.com/nutricion-saludable-ejercicio-fisico/ consultado a 12 de Janeiro de
2017.

Para além da alimentagdo, a Dieta Mediterranica assenta em principios muito
importantes para o bem-estar fisico e psicoldgico, como a pratica regular de actividade
fisica moderada (pelo menos 30 minutos durante todo o dia) que fornece grandes

beneficios a salde, a regulacdo do gasto energético e a manuteng¢do do peso corporal.
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Caminhar, subir escadas e realizar as tarefas domésticas sdo um exercicio simples e
acessivel. Sempre que possivel, sdo recomendadas as actividades ao ar livre, para
aumentar a atractividade do exercicio fisico e reforcar os lacos com a comunidade. O
descansar correctamente é também parte de um estilo de vida saudavel e equilibrado.
Assim como a convivéncia, pois além do aspecto nutricional, a comida tem uma
conotacdo social e cultural. Cozinhar e conviver a mesa na companhia de familiares e
amigos fomenta o bem-estar; a biodiversidade e sazonalidade - os alimentos sazonais,
frescos e minimamente processados contém mais nutrientes e substancias
protectoras, além de serem mais econdmicos. Sempre que possivel, deve ser dada
prioridade aos varios produtos tradicionais do mercado local; actividades culinarias,
sendo que é fundamental dedicar tempo a planificacdo e a preparacdo das refei¢des,
de modo a que se tornem actividades divertidas e relaxantes, feitas em familia ou com
os amigos. No que diz respeito a hidratacdo, um adequado estado de hidratacdo é
essencial na manutencdo do equilibrio dos fluidos corporais. As necessidades hidricas
variam de acordo com fatores como a idade, o nivel de actividade fisica, a condicdo de
saude ou o clima. De um modo geral, deve garantir-se o aporte de 1,5 a 2 litros de agua
por dia, podendo este aporte ser alcancado através da ingestao de agua, por si so, ou
sob a forma de infusdes de ervas, ndo acucaradas, ou caldos, com baixo teor de

gorduras e sal (Schoenberg, 2016).

O reconhecimento da Dieta Mediterranica em Portugal, Espanha, Marrocos, Itdlia,
Grécia, Chipre e na Crodcia, pela UNESCO como Patriménio Cultural Imaterial da
Humanidade, ocorreu em 4 de Dezembro de 2013, o que reforga, juntamente com a
evidéncia cientifica ja existente, que se trata de um modelo cultural, histérico e de
saude. Este padrdo alimentar é visto como o mais saudavel e mais sustentdvel no
mundo sendo fundamental no campo da saude publica e da nutricdo de forma global,
mas em especial na zona mediterranica. Esta heranca cultural deve ser preservada e
promovida em diferentes areas: cultura e turismo, salde publica, agricultura, politica

e desenvolvimento econdmico (Davis et al., 2015; Sofi et al., 2013).

Estudos recentes demonstram que a ma qualidade da dieta esta ligada a um baixo
nivel de micronutrientes que é susceptivel de desencadear ou agravar um diagndstico

de CCR. Certos micronutrientes tém um impacto no stresse oxidativo e na
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diferenciacdo celular, ambos preditores de risco e da progressdo da CCR. Estes estudos
recentes apontam também para um microbioma do intestino humano como um
potencial mediador de dieta e do desenvolvimento de CCR (Cho et al., 2016; Giacosa et

al., 2013; Jacobs et al., 2016; Park et al., 2005; Potter et al., 2016).

Desta forma tornou-se imperativo o estudo de alternativas a nossa alimentacdo
assim, estudos recentes referem a Dieta Mediterranica como essa possibilidade. A
Dieta Mediterranica ndo coloca nenhuma restricdo no consumo de gordura total e
inclui dois ou mais dos seguintes sete componentes: a elevada proporcdo de gordura
mono-insaturada para saturada (por exemplo a utilizacdo do azeite como principal
ingrediente culinario), a elevada ingestdo de frutas e de vegetais, o elevado consumo
de leguminosas, a grande ingestdo de graos e de cereais, o consumo moderado de
vinho, o baixo consumo de carne e a maior ingestdo de peixe. A Dieta Mediterranica é
caracterizada pela abundéancia de alimentos de origem vegetal, como o pdo, as massas,
0 arroz, as hortalicas, os legumes, a fruta fresca e os frutos oleaginosos; a utilizacdo do
azeite como principal fonte de gordura; o consumo moderado de pescado, de aves, de
lacticinios e de ovos; o consumo de pequenas quantidades de carnes vermelhas e a
ingestdo moderada de vinho, geralmente durante as refei¢cdes. A sua importancia na
saude do individuo ndo se limita ao facto de se tratar de uma dieta equilibrada, variada
e com nutrientes adequados (D’Alessandro, De Pergola, and Silvestris, 2016). Aos
beneficios do baixo teor de 4cidos gordos saturados e alto teor de mono-insaturados,
tal como em glicidos complexos e em fibra alimentar, junta-se a riqueza em
antioxidantes, determinantes para o bem-estar. Existem também evidéncias de que a
alta concentracdo de moléculas antioxidantes e anti-inflamatdrias na dieta pode ser

benéfico (Bloomfield et al., 2016).

3. Adietaeo CCR

Varios aspectos da Dieta Mediterrdnica tém sido associados a um risco reduzido
ndo apenas de CCR, mas também de varios outros tipos de cancro. Foi estimado que
até 25% dos casos de CCR, 15% da mama e 10% cancros de prostata, do pancreas e do

endométrio sdo impedidos pela mudanca para a Dieta Mediterranica. De facto, o
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consumo de alimentos como frutas e vegetais leva ao aparecimento reduzido de
cancros do tracto digestivo superior e trato urindrio. Para cancros digestivos o risco
diminui entre 15-40%. O papel de micronutrientes e dos antioxidantes foi também
analisado, o consumo de -caroteno, vitamina E e cdlcio mostra também uma reducao
na incidéncia de CCR (Arbman et al., 1992). Outros aspectos da Dieta Mediterranica
também sdo suscetiveis de influenciar o risco de cancro, e entre estes, o consumo de

carne vermelha é de relevancia especifica (La Vecchia and La Vecchia, 2004).

Estd provado que a dieta desempenha um papel importante no desenvolvimento
da CCR e é igualmente aceite que a transformacdo maligna dos cdélondcitos é uma
reaccdo a uma doenca pré-existente ou a uma exposicdo do cdélon a agentes
carcinogéneos. Dietas ricas em carne, gordura e calorias representam um desafio para
gue os colondcitos sobrevivam. O consumo total de energia e exposicdo a agentes
cancerigenos, através do tabagismo e do alcool, representam os principais factores de
risco. Os célondcitos adaptam-se rapidamente as mudancgas, mas neste processo
acumulam alteracdes epigenéticas e genéticas muitas vezes resultando em
instabilidade do genoma que é um pré-requisito para a formacao de cancro. O conceito
de que o consumo de carne aumenta o risco de CCR, é a conclusdo convincente
baseada em evidéncias de numerosos estudos (Chan et al., 2011; Hill, 1999; Larsson and
Wolk, 2006; Leufkens et al., 2011). A carne vermelha aumenta o risco de CCR em cerca de
10% com cada 30 g de carne consumida por dia. A carne vermelha pode estar
directamente ligada a incidéncia de CCR ou indirectamente porque dietas ricas em
carne podem ser deficientes em outros componentes dietéticos tais como as fibras e
polifendis presentes em frutas e legumes. Ao cozinhar a carne a altas temperaturas
pode-se levar a formacdo de substancias mutagénicas e/ou carcinogénicas através da
interaccdo da creatinina muscular com aminodacidos, bem como a formacdo de

compostos N-nitrosos (Pericleous et al., 2013).

Varios estudos de caso-controle demonstraram o aumento de risco de CCR com o
aumento do consumo de lipidos dietéticos, ou seja, de energia total (Baena and Salinas,
2015; O’Keefe, 2016; Ravasco et al, 2003). Foi demonstrado que diferentes tipos de
gorduras podem desempenhar papéis distintos na carcinogénese colo-rectal, tais

como a regulacdo positiva da apoptose, a inibicdo da interleucina 1 e da sintese de
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fator de necrose tumoral-a (TNF-a), a inibicdo de COX-2 e a modulacdo do ambiente

redox nos colondcitos (Pericleous et al., 2013; Vargas and Thompson, 2012).

As gorduras saturadas sdo principalmente encontradas em produtos animais
incluindo a carne vermelha e os produtos lacteos como o queijo e a manteiga. Um
estudo prospectivo em mulheres confirmou que a grande ingestdo de gordura animal
aumenta o risco de cancro de célon e suporta a substituicdo da carne vermelha como
fonte de proteina pelo peixe ou frango (Park et al., 2005). Estudos epidemiolégicos
mostram que as populagdes que consumiam o6leos de peixe poli-insaturados tinham
taxas mais baixas de CCR. Isto levou a hipdtese de que dietas ricas em acidos gordos n-
3 podem diminuir o risco de CCR (Baena and Salinas, 2015; Joseph et al., 2017; Kato et al.,
2016). A ingestdo elevada de gorduras animais resulta num aumento do volume de
acidos biliares no célon. Os 4acidos biliares sofrem degradacdo e metabolizacdo,
resultando na formacdo de acidos biliares secundarios, como o acido desoxicdlico e o
acido litocdlico, que mostraram ser carcinogénicos em ambientes experimentais

(Raskov et al., 2014).

O 4cido folico ou folato (vitamina B9) é uma vitamina solUvel em dgua encontrada
em frutas, legumes verdes e feijdes secos. Os seres humanos ndo sdo capazes de
sintetizar as vitaminas, as quais tém de vir de fontes dietéticas. Foram sugeridos
mecanismos para o seu papel de carcinogénese através de mecanismos moleculares
de sintese, de reparacdo e de metilacdo do DNA. A observacdo de que a suplementacao
de acido félico estd associada a uma diminuicdo substancial do cancro do célon em
doentes com colite ulcerosa levaram os investigadores a realcar o papel do acido félico

na prevencao do CCR (Pericleous et al., 2013).

A vitamina D € uma das vitaminas lipossoluveis e mais de 90% é sintetizada
endogenamente a partir da exposicdo da pele a radiagdo ultravioleta (UV) proveniente
da luz solar. O restante vem da dieta como a vitamina D3, que se encontra
naturalmente em peixe gordo de dgua salgada, na gema do ovo e no figado de animais,
sendo a vitamina D2 encontrada em alimentos como os cogumelos. A forma activa da
vitamina D é a 1,25-di-hidroxivitamina D3 (calcitriol) que é formada por hidroxilagdo

das pro-vitaminas no figado e nos rins. O uso de calcitriol em estudos experimentais
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demonstrou que este é importante para induzir a diferenciacdo e a inibicdo de células
tumorais, impedindo a proliferacdo de varios tipos de células tumorais, no entanto, o
seu uso é limitado devido ao desenvolvimento de hipercalcemia toxica. O baixo
consumo destes nutrientes esta relacionado com o aparecimento de CCR(Chan and

Giovannucci, 2010; Mamede et al., 2011; Van Poppel and Van Den Berg, 1997).

O mecanismo pelo qual o dlcool pode estar ligado a carcinogénese é desconhecido,
mas as vias propostas incluem a sua capacidade de reduzir o folato, de promover a
anormal metilacdo do DNA, de atrasar a sua reparacdo, de alterar a composicao dos
sais biliares ou de induzir o citocromo p450 (CYP450) a activar vias que conduzem a
carcinogénese. Um grande numero de estudos sugeriu uma associacdo entre o
consumo de alcool e 0 adenoma de célon, bem como o risco de aparecimento de CCR

(Arbman et al., 1992; Haggar et al., 2009; Pericleous et al. ,2013; Tuyns, 2001).

Os polifendis sdo uma classe de substancias quimicas com inumeros beneficios,
especialmente efeitos antioxidantes, inibicdo da proliferacdo celular, inducdo da
paragem do ciclo celular, interaccdo com vias apoptdticas e anti-angiogénicas e anti-
metastaticas. Sdo divididos em flavondides, os acidos fendlicos e estilbeno. As fontes
dietéticas mais importantes de polifendis sdo as frutas, os legumes, as sementes e as
bebidas, tais como o sumo de fruta, o cha verde, o café, as bebidas de cacau, o vinho
tinto e a cerveja. A apigenina é um flavondide encontrado na salsa e no aipo e tem sido
demonstrado, em modelos animais, que inibe a carcinogénese do célon induzindo da
apoptose. A cianidina, € um flavondide presente em morangos e nas cerejas, estudada
in vitro e em modelos animais, e também ja foi demonstrado que inibe a carcinogénese
do cdélon. A quercetina, presente nas cebolas, nos brdcolos e nas macds mostrou
diminuir o crescimento celular interagindo com a B-catenina (Kato et al., 2016; Paparo et

al., 2014; Pericleous et al., 2013; Vargas and Thompson, 2012).

O café é uma mistura complexa de cerca de cem produtos quimicos incluindo
compostos antioxidantes, mutagénicos e anti-mutagénicos. Além disso, demonstrou-
se que afecta a fisiologia gastrointestinal pela estimulacdo de uma resposta do célon
distal, reduzindo o tempo de transito fecal e, deste modo, a exposicdo do intestino a

substancias potencialmente cancerigenas (Pericleous et al., 2013).
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Além do alcool e do tabagismo, outros factores do estilo de vida também tém sido
associados ao risco de desenvolver CCR. Niveis mais elevados de actividade fisica

reduzem o risco em até 40% (Schoenberg, 2016).

O consumo de fibras alimentares traz beneficios para a salde das células do colon,
os colondcitos. As fibras sdo hidratos de carbono, geralmente de origem vegetal que
ndo sdo digeridos pelo homem, visto que as enzimas humanas ndao os conseguem
hidrolisar. Estas fibras podem dividir-se em duas categorias: as solUveis e as insoluveis.
As fibras solUveis dissolvem-se em agua e sdo fermentadas, geralmente no célon,
originando gases ou bioprodutos fisiologicamente activos. As fibras insollUveis ndo se
misturam em agua retendo substancias téxicas ingeridas e produzidas ao longo do
transito intestinal. As fibras tornam o movimento dos alimentos pelo organismo mais
lento aumentando o volume fecal e estimulando a motilidade intestinal pela distensao
do célon e ajudam a reduzir os niveis de colesterol no sangue, o que leva a um menor
risco de doengas cardiovasculares, de diabetes, de hipertensdo arterial e de obesidade
(Saura-Calixto, 2011; Tabernero et al., 2011). Ainda associados aos dois tipos de fibra
dietética, existem beneficios como o aumento do volume dos alimentos sem aumentar
o conteudo caldrico, o equilibrio do pH intestinal e a producdo de acidos gordos de
cadeia curta (SCFA, do inglés short-chain fatty acid) por fermentacdo das fibras no
coélon. Os SCFA tém sido associados a uma reducdo do risco de algumas doengas como
a inflamacdo do intestino, as doencas cardiovasculares e o cancro, nomeadamente o

CCR (Hijova and Chmelarova, 2007),como se pode ver na figura 7.
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Efeitos no microbioma intestinal:
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Figura 7: Efeitos da dieta no CCR. Imagem adaptada de Wong, Harris, and Ferguson 2016.

Os SCFA sdo acidos gordos de cadeia curta cuja cauda alifatica é constituida por um
esqueleto de 2 a 6 carbonos e sdo produzidos pela fermentacdo de fibra dietética pelas
bactérias do colon (Floch and Hong-Curtiss, 2001). Os principais SCFA sdo o butirato, o
propionato e o acetato. O processo de fermentacdo dos hidratos de carbono, das
proteinas e dos probidticos que provém da dieta ocorre nas bactérias anaerdbicas do
colon, envolve uma série de reacgbes metabdlicas. A maioria das bactérias usa a via
glicolitica para a fermentagdo, mas, dependendo dos hidratos de carbono, também
podem haver bactérias a usar a via das pentoses. Um dos produtos que se forma, como
resultado destas vias, é o piruvato que, dependendo da bactéria, ird formar produtos
dos quais se destacam o acetato, o propionato e o butirato (Hijova and Chmelarova
2007; Macfarlane and Gibson 1997). A fermentacdo ocorre preferencialmente no
célon proximal, sendo os SCFA transportados para o colon distal pelo transito
intestinal. A concentracdo de SCFA ao longo do intestino diminui com a proximidade a
zona terminal do cdlon, sucedendo o mesmo com a sua absorcdo. Depois de
produzidos, cerca de 95% dos SCFA, sdo absorvidos pelas células do colon sendo os
restantes excretados nas fezes (Macfarlane and Gibson, 1997; Sandra Macfarlane and
Macfarlane, 2003). A populacdo bacteriana do intestino humano é Unica para cada
individuo e tende a ser estavel ao longo do tempo(Cook and Sellin, 1998; Tabernero et al.,

2011).
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4. CCR e fibra dietética

A fibra dietética foi sugerida como hipotese, tal como referido anteriormente, para
reduzir e prevenir o risco e o aparecimento de CCR. Dos beneficios dos SCFA destacam-
se o efeito protetor, onde se incluem a diluicdo de componentes carcinogénicos
presentes nas fezes, a reducao do tempo de transito fecal, a producdo de acidos gordos
de cadeia curta que promovem a acgao anticancerigena e a ligacdo de acidos biliares
carcinogénicos como é mostrado na figura 8. No entanto, os estudos epidemiolégicos
tém sido inconsistentes. Estudos de casos-controlo encontraram uma associacao
inversa entre a ingestdo de fibra alimentar e o risco de CCR (Godos et al., 2016; Park et
al., 2005; Wong et al., 2016). Por outro lado, a maioria dos estudos prospectivos ndo
encontrou associacdo entre a ingestdo de fibra alimentar e o risco de CCR ou como
aparecimento de adenomas (precursores de CCR) e os ensaios clinicos de
suplementagdo com fibra dietética ndo mostraram reducdes na recidiva dos adenomas
colo-rectais (Park et al.,, 2005). Recentemente, o estudo EPIC (European Prospective
Investigation into Cancer and Nutrition) focado nos cancros da prostata, do pulmao,
colo-rectal e do ovario observou um risco estatisticamente significativo de decréscimo
de 25% de CCR ou de adenomas, no parametro mais alto de ingestdo de fibra alimentar
guando comparado com o mais baixo. Estes resultados discordantes mantém o debate
sobre se o consumo de fibras dietéticas diminui o risco de CCR (Park et al., 2005).

A fibra alimentar origina em SCFA, estes sdo acidos gordos organicos com 2 a 6
atomos de carbono e sdo os anides principais que resultam da fermentacado bacteriana
de precursores de polissacarideos, de oligossacarideos, de proteinas, de peptideos e
de glicoproteina no célon. A fermentacdo envolve uma variedade de reaccbes e
processos metabdlicos como a decomposicdo anaerdbia por bactérias intestinais da
matéria orgéanica, onde é produzida energia para o crescimento e manutencao destes
microrganismos e outros produtos metabdlicos finais. Os principais produtos finais
desta reaccdo sdo SCFA’s juntamente com gases (COz, CHs e Hz) e com o calor
(Macfarlane and Macfarlane, 2011; Tabernero et al., 2011).

A producdo de SCFA’s é determinada por uma série de factores, incluindo os
ndmeros e os tipos de microrganismos que constituem a microflora presente no célon,

fonte de substrato e tempo de transito intestinal. A microflora que estd presente no
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colon humano é constituida por cerca de 1000 bactérias sendo que mais de 400
espécies ja foram identificadas em fezes humanas. O ndmero de bactérias, a
fermentacdo e a proliferacdo sdo maiores no célon proximal, onde a disponibilidade
do substrato é maior e onde ocorre a fermentacdo, enquanto que o cdélon distal é
responsavel pela absorcdo de hidratos de carbono. A estimativa da concentracdo total
de SCFA no cdlon proximal pode variar de 70 a 140 mM enquanto no célon distal pode
variar de 20 a 70 mM. Em relacdo ao pH, este é mais baixo no célon proximal e aumenta
distalmente. Espécies como Bifidobacterium e Lactobacillus tém sido associadas com
uma melhoria do estado de salde, o produto da sua fermentacdo sdo os SCFA como
acetato, propionato, valerato e butirato (Brown et al.,, 2016; Hester et al., 2015). A
producdo de SCFA’s também é determinada pela fonte do substrato onde a ingestao
dietética é a variavel mais importante. Os componentes alimentares ndo digeriveis sdo
uma fonte de substrato para a fermentacdo anaerdbia da microflora do célon, porque
sdo resistentes a hidrélise e a digestdo no estdbmago e no intestino delgado e entram
no coélon para a fermentagdo. Os hidratos de carbono desempenham
guantitativamente o papel mais importante na formacdo de SCFA. No transito pelo
colon, os substratos disponiveis para a fermentacdo estdo esgotados, como refletido
no declinio da producdo de SCFA e em uma série de outros efeitos fisiologicos. Além
disso, a disponibilidade do substrato durante o transito intestinal também pode alterar
as populacdes e os numeros bacterianos. A dindmica da disponibilidade de SCFA no
colon distal depende da absorcdo de agua e da perda de material digestivo e é
independente das taxas de producgdo. Existe uma relacdo entre o tempo de transito
intestinal e a concentracdo de SCFA’s fecais totais e de cada um, especialmente
butirato. A absor¢do de SCFA’s no cdélon é um processo muito eficiente, estimando-se
gue apenas 5 a 10% destes acidos gordos sdo excretados nas fezes. De facto, quando
o tempo de transito intestinal é superior a 50 horas, o butirato ndo é detectado,
provavelmente devido a absorcdo do célon. De realcar que as concentragdes reduzidas
de SCFA parecem estar implicadas em doencas do célon, especialmente no cancro e
em distUrbios gastrointestinais, onde a patologia ocorre mais distalmente. Por
conseguinte, a producdo aumentada de SCFA e uma maior distribuicdo de SCFA
distalmente, especialmente de butirato, podem ter um papel na prevencdo destas

doencas (Wong et al., 2006).
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O papel dos SCFA’s relaciona-se com o transporte de nutrientes para o epitélio
coldnico, como moduladores do pH coldnico e intracelular, volume celular e outras
funcdes associadas ao transporte de ides e como reguladores de proliferacdo, de
diferenciacdo e de expressdo génica. O aumento de SCFA’s resulta na diminuicdo do
pH, o que influencia indiretamente a composicdo da microflora (por exemplo, reduz a
presenca de Clostridium, potencialmente patogénico, que é elimado quando o pH é
mais acido), diminui a solubilidade dos acidos biliares, aumenta a absor¢do de minerais
(indiretamente) e reduz a absorcdo de amodnia pela dissociacdo proténica de amonia e

outras aminas como se verifica na figura 8.
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Figura 8: A relagdo entre a dieta e os SCFA fibra dietética é fermentada pelas bactérias do cdélon, dando

origem a SCFA. Imagem retirada de Paparo et al. 2014.

4.1. Acetato

O acetato é o SCFA que é formado em maior quantidade no célon, sendo
prontamente absorvido e transportado para o figado e, portanto, € menos
metabolizado no célon. A presenca de acetil-coA sintetase no citosol das células das
glandulas adiposas e mamarias permite a utilizacdo de acetato para a lipogénese. O
acetato é também o principal substrato para a sintese de colesterol. Os individuos que

receberam infusdes rectais de acetato e de propionato apresentaram um aumento no
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soro sanguineo do colesterol total e de triglicerideos(Miller and Wolin, 1996; Rae et al.,

2012), proporcionando evidéncia de que o acetato é utilizado para a sintese lipidica.
Ndo ha registos na literatura da sua correlacdo com CCR, contudo neste trabalho

optamos por averiguar eventuais correlacdes entre os seus niveis e a incidéncia da

situacdo neopldsica.

4.2. Propionato

O propionato é produzido através de duas principais vias: pela via do succinato por
descarboxilacdo (a "via do acido dicarboxilico"); e a partir de lactato e de acrilato (a "via
de acrilato"). O propionato é um substrato para a gliconeogénese hepdtica e foi
relatado como inibidor da sintese de colesterol. No entanto, o propionato parece ter
dois efeitos opostos sobre a gliconeogénese. Isto é, tanto pode funcionar como um
substrato para a gliconeogénese como um inibidor da gliconeogénese. O propionato
entra no ciclo de Krebs a nivel do succinil-CoA. O efeito inibidor do propionato sobre a
gliconeogénese pode estar relacionada com a accdo inibitéria especifica dos seus
produtos, metimalonil-coA e a succinil-CoA, sobre a enzima piruvato carboxilase. O
propionato é melhor absorvido que o acetato no célon humano. Estudos na mucosa
de ruminantes mostram que o propionato é activado para seu derivado de coenzima
A (um passo necessario para sua oxidacdo) com uma maior concentracdo que o
acetato. (Cook and Sellin, 1998; S Macfarlane and Macfarlane, 2003; Topping and Clifton,
2001). O figado extrai 90% de propionato, em comparagdo com 75% de acetato,
durante uma Unica passagem e as infusdes de solugdes com quantidades iguais de
acetato e propionato sugerem que a concentragdo de propionato no sangue periférico
é de apenas 25% da quantidade de acetato. Ndo ha registos na literatura da sua

correlagao com CCR.

4.3. Butirato

O butirato é o combustivel preferido das células do cdélon, mas também
desempenha um papel importante na regulacdo da proliferacdo e da diferenciacdo

celular. E o SCFA mais importante no metabolismo de cdlondcitos, os quais
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metabolizam 70% a 90% do butirato. A oxidagdo de butirato mostrou constituir mais
de 70% do oxigénio consumido pelo tecido célico no Homem. O butirato de sddio
exerce uma atividade anti-proliferativa em muitos tipos de células e existem provas
provenientes de estudos com linhas celulares e com modelos animais que demonstram
efeitos preventivos do butirato no cancro do célon e no desenvolvimento de adenomas
(Canani et al., 2011; Vital et al., 2013). O butirato também estimula a imunogenicidade
das células tumorais. Actualmente, os mecanismos de ac¢do do butirato em relacdo ao
cancro de célon ndo estdo claramente definidos. O butirato induz o aumento da
expressdo da P21 que, por sua vez, leva ao bloqueio do ciclo celular na fase G1,
resultando na inibicdo da proliferacdo celular. Esse blogueio do ciclo celular na fase G1
pode permitir a instabilidade gendmica ou a mutacdo do DNA mediado por pontos de
verificacdo. Através da inibicdo da desacetilase das histonas (HDAC), o butirato tem
demonstrado induzir a apoptose através da hiperacetilacdo das histonas (H3 e H4),
resultando numa molécula de DNA mais relaxada. A forma aberta da cadeia de DNA
seria ideal se houvesse dano na molécula de DNA e as enzimas de reparacado fossem
necessarias para reparar o erro no DNA. No entanto, a forma aberta do DNA pode ser
mais susceptivel a mutacdo na presenca de um carcinogéneo. O butirato, por inibir a
desacetilase das histonas, pode também ter um papel na reversdo de eventos
epigenéticos. In vitro, o butirato pode também induzir a diferenciacdo de célondcitos
neoplasicos produzindo um fendtipo tipicamente associado com células
maduras(Brown et al., 2016; Hamer et al., 2008).

A diminuicdao do pH coldnico é causada pela acumulacdo de SCFA’s que diminuem
a solubilidade dos 4cidos biliares livres, podendo diminuir a atividade potencial do
promotor tumoral dos acidos biliares secundarios (Canani, Costanzo, and Leone, 2012;
Sengupta, Muir, and Gibson, 2006). Além disso, o aumento da acidificacdo causada pelos
SCFA’s (pH abaixo de 6 a 6,5) pode inibir a enzima bacteriana 7a-desidroxilase, que
degrada os acidos biliares primarios em acidos biliares secundarios. Além disso, a
diminuicdo do pH do célon aumenta a disponibilidade de calcio para ligacdo a acidos
biliares livres e acidos gordos (Hamer et al., 2008; Topping and Clifton, 2001).

As vias metabdlicas que originam estes trés SCFA, o acetato, o propionato e o

butirato estdo representadas na figura 9.
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Figura 9: Representacgdo sistematica das vias de formagdo de SCFA’s: butirate propionato e acetato no
colon. Imagem retirada de Pryde et al. 2002.

5. Objetivos do trabalho

A relevancia do presente trabalho apoia-se em estudos que reforcam o facto de
uma dieta rica em fibras se relacionar com um menor risco de desenvolvimento de
diversas doencas gastrointestinais, nomeadamente o cancro colo-rectal. Assim, com
este trabalho pretendemos compreender melhor a influéncia da dieta e dos acidos
gordos de cadeia curta na regulacdo e na incidéncia de CCR, recorrendo a um estudo
translacional utilizando amostras de fezes de doentes com CCR e individuos saudaveis
com auséncia de doenca comprovada. Para além disso, esta proposta visa
correlacionar as informac¢des nutricionais de cada individuo, obtidas através de um

inquérito de frequéncia alimentar, com a analise metaboldémica de amostras fecais.
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em termos de concentracdes de &cidos gordos de cadeia curta utilizando

espectroscopia por ressonancia magnética nuclear.

6. Materiais e Métodos

Como referido anteriormente, o objectivo deste trabalho consistiu em avaliar a
influéncia da dieta no aparecimento de CCR. Para isto foram realizadas diferentes

tarefas de forma a cumprir este objectivo.

6.1. Populagdo do Estudo

A amostra para a realizacdo deste projecto é constituida por individuos com
diagndstico de CCR provenientes do Servico de cirurgia do Instituto portugués de
Oncologia de Coimbra (IPO-Coimbra) e do servico de cirurgia A do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra (CHUC) e individuos sem diagndstico da patologia, individuos
controlo provenientes da Unidade Endocentro sediada na Unidade de Saude

Hospitalar Idealmed de Coimbra (Endocentro-ldealmed).

Todos os individuos aceitaram participar no estudo tendo procedido a assinatura de
um Consentimento Informado. Este estudo foi analisado e recebeu parecer favoravel
por escrito da Comissdo de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra
(anexo 3), do Centro Hospitalar e Universitdrio de Coimbra (anexo 4), do Instituto
Portugués de Oncologia de Coimbra (anexo 5) e da Unidade de satde Hospitalar
Idealmed de Coimbra (anexo 6). Para o presente estudo foram definidos critérios de
inclusdo e exclusdo. No que diz respeito aos critérios de inclusdo sdo considerados
individuos com mais de 18 anos de idade; individuos que aceitem ser submetidos a
procedimentos endoscopicos, como definido pelo protocolo de estudo e individuos
que assinem Consentimento Informado escrito (anexo 7). Foram excluidos os doentes
gue apresentem um dos seguintes critérios de exclusdo: o facto de se demonstrarem
incapazes ou nao dispostos a dar o seu consentimento livre e esclarecido; individuos

com menos de 18 anos de idade e mulheres gravidas ou em periodo de amamentacédo.
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No que diz respeito ao exame endoscopico foram incluidos no estudo todos os
individuos que apresentem colonoscopias totais (progressdo até ao cego) com
preparacdo intestinal descrita como razodvel, boa ou excelente. Doentes que
apresentem colonoscopias incompletas e ma preparacao intestinal serdo excluidos do

estudo.

A classificacdo da preparacdo intestinal serd aferida usando a escala de Aronchick

(tabela 1).

Tabela 1: Escala de preparagdo intestinal de Aronchick adaptado de Carvalho et al. 2012

ESCALA DE PREPARAGAO QUALIDADE DE PREPARAGAO INTESTINAL

INTESTINAL

EXCELENTE Pequena quantidade de liquido claro ou mais de 95%

da mucosa visualizada

BOA Grande volume de liquido claro cobrindo 5 a 25% da

mucosa, sendo visualizada mais de 90% da mucosa

RAZOAVEL Algumas fezes semissélidas passiveis de aspiragdo ou

lavagem, sendo visualizada menos de 90% da mucosa

MA Fezes semissolidas ndo passiveis de aspiragdao ou

lavagem, sendo visualizada menos de 90% da mucosa

INADEQUADA Preparacao intestinal incompativel com a realizagdo

do exame. Repetir apds adequada preparagao

6.2. Inquérito Alimentar

Para avaliar a informacdo nutricional recorrente da dieta, pacientes e individuos
sauddveis que aceitaram assinando um Consentimento Livre e Esclarecido
participaram do estudo, foi realizado um questionario de frequéncia de alimentos em

anexo 11.
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A analise das praticas de alimentacdo de uma populacdo representa um dos
maiores desafios epidemiolégicos, sendo uma das principais dificuldades estabelecer
uma relagdo entre alimentagao e a incidéncia de CCR devido a inexisténcia de varios
instrumentos reprodutiveis que permitem a avaliacdo e medicdo de habitos
alimentares de um grupo de estudo. Ao contrario de outras varidveis, os habitos
alimentares sdo dificeis de medir devido a complexidade da alimentacdo. A
necessidade de métodos validos, mas ao mesmo tempo simples e ndo

economicamente e temporariamente dispendiosa, foi cada vez mais invocada.

O questionario de frequéncia alimentar é o método mais aceite para medir a
ingestdo de alimentos em estudos de alimentos, especialmente quando se estudam
doencas como CCR ou diabetes, por exemplo, onde o interesse esta na dieta adoptada
até ao diagnostico da doenca. Ndo existia um questionario deste tipo em uso em
Portugal na pesquisa epidemioldgica nutricional, nem houve nenhum instrumento de
mensuracdo retrospectiva da frequéncia de ingestdo alimentar validada para a
populacdo portuguesa, de modo que a pesquisa realizada foi baseada no trabalho de
Carla Lopes, " Reprodutibilidade e validacdo de um questiondrio semi-quantitativo de
frequéncia alimentar. ", Infarto agudo do miocardio e alimento: um estudo de caso-

controle baseado na comunidade. (PhD), 2000.

A estrutura do questionario desenvolvido pela investigadora no seu trabalho
consistiu em dois componentes: uma lista de alimentos e uma se¢do de resposta para
a frequéncia e quantidade com que os individuos ingerem esses alimentos (Lopes,
2000). A escolha da lista de alimentos a ser incluida no questionario resultou de
observacdes feitas em estudos preliminares de habitos portugueses, levando em conta
a contribuicdo dos alimentos ingeridos, particularmente energia total, proteina,
gordura total, carboidratos, colesterol, fibra dietética, Vitaminas A, C e E, carotenoides,

calcio, etanol e cafeina.

O questiondrio foi estruturado para avaliar a ingestdo de 82 alimentos ou grupos de
alimentos em uma seccdo fechada com dez categorias de frequéncia, que vdo de
"nunca menos de uma vez por més" a "seis ou mais vezes por dia" e porcées médias

padrdo alimentos habitos e comportamentos, como o nimero de refeicdes diarias, a
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frequéncia de uso de diferentes tipos de culinaria, o uso de diferentes tipos de gordura
dietética e o consumo de bebidas alcodlicas. Os grupos de alimentos foram obtidos
pela montagem dos alimentos de acordo com as semelhancas da composicdo
nutricional, e as categorias de alimentos sdo divididas em produtos lacteos; ovos,
carnes e peixes; 6leo e gordura; pdo, cereais e outros; doces e pastelaria; legumes;
frutas; bebidas e alimentos diversos e outros (Lopes, 2000). A escolha das por¢des
médias baseou-se em pesquisas e estudos anteriores que utilizaram questionarios
precisos, embora tenham sido aplicados a outras populacdes e foram adaptados ao

consumo esperado para a populacdo portuguesa (Lopes et al., 2007).

Os inquéritos foram realizados em doentes do IPO-Coimbra e CHUC e individuos
controlo provenientes da Endocentro-ldealmed. Um exemplo do inquérito realizado

consta do anexo 11 deste trabalho.

Os resultados destes inquéritos foram processados e avaliados pela Unidade de
Epidemiologia Nutricional Servico de Higiene e Epidemiologia da Faculdade de
Medicina da Universidade do Porto. Foi recolhida informacdo de parametros como as
calorias ingeridas, a gordura total, a gordura insaturada, a gordura saturada, o
colesterol, os acucares, os micronutrientes entre eles, minerais e vitaminas. Os
macronutrientes entre eles: hidratos de carbono, acidos gordos e gorduras encontram-
se listados em anexo (anexo 10), porém na analise alimentar feita neste estudo avaliou-
se a adesdo a Dieta Mediterranica através do consumo de batatas, leguminosas,
vegetais, cereais, frutas, peixes, carnes, aves, lacticinios, azeite e consumo de bebidas

alcoodlicas.

6.3. Recolha das amostras biolégicas

A colheita das amostras bioldgicas (fezes) aos individuos foi realizada anteriormente
a data da colonoscopia ou nos dias seguintes a mesma apos regularizacdo do transito
intestinal. Todas as amostras com aspecto de fezes liquidas foram descartadas
considerando que as substancias ingeridas para preparacdo intestinal para realizagdo
da colonoscopia influenciaram a andlise de metabolitos. No seguimento dos cuidados
de saude prestados pelo médico assistente, com o pedido de colonoscopia, amostras

de fezes foram recolhidas para o efeito, ndo sendo realizada especialmente com o
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proposito deste trabalho. As amostras foram recolhidas para tubos de recolha
existentes para o efeito. O protocolo de preparacdo das amostras bioldgicas para
avaliacdo por espetroscopia de ressonancia magnética foi optimizado apds recolha de
dados de diversas teses e artigos (Abrantes et al., 2014; Brown et al., 2016; Canani et al.,
2011; Lin et al., 2016) (Anexo 9). A escolha do protocolo teve em conta a semelhanca da

obtencdo dos metabolitos de interesse (acetato, propionato e butirato).

As amostras de fezes foram recolhidas e acondicionadas a -802C. De seguida foi
transferida 1g de amostra para tubo eppendorf de 2ml. Para a preparacdo das amostras
para andlise adicionaram-se 90mg das amostras de fezes a 350 pL de uma solucdo de
fumarato de sddio na concentragdo de 2 mM em D0 (99,9%), usada como padrdo
interno para efeitos quantitativos. A solucdo foi centrifugada durante 5 minutos e

usado o sobrenadante.

6.4. Espectroscopia por Ressondancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear é uma técnica muito utilizada
para efectuar estudos metabdlicos tanto in vivo como in vitro (figura 10). Esta técnica
apresenta um cardcter ndo destrutivo e permite-nos estudar vias metabdlicas

especificas e é ainda robusta e reprodutivel (Carvalho et al., 2004; Jones et al., 1997).

A metaboldmica oferece algumas vantagens em relacdo a outras tecnologias
“Omicas” como, a gendmica, a transcriptomica e a protedmica. Esta tecnologia é
bastante robusta e permite medir o fendtipo metabdlico, oferecendo um perfil mais

integrado no estado bioldgico (Griffin and Shockcor, 2004).

A espectroscopia por *H RMN de alta resolucdo, em teoria, pode detectar qualquer
molécula orgénica, devido a esta possuir protdes (nucleos de hidrogénio). A posicdo
espetral ocupada por cada um desses nucleos estd intimamente associada ao
ambiente electrénico que rodeia o mesmo e, portanto, torna-se possivel a distincdo de
multiplos grupos quimicos quer intra- quer intermoleculares e assim identificar e
guantificar a imensa variedade de metabolitos presentes em extratos ou fluidos
bioldgicos. Um espectro RMN proporciona assim uma impressdo digital quimica

“chemical fingerprint” da amostra bioldgica (Griffin and Shockcor, 2004). Alteracdes que
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ocorrem nos perfis metabdlicos sdo uma potencial fonte de biomarcadores

fisioldgicos.

Figura 10: Varian 600 instalado no Departamento de Quimica da UC pertencente a plataforma RMN.

As amostras de fezes recolhidas foram analisadas a 14.1 Tesla por *H-RMN com uma
sonda de banda larga de 3 mm. Cada espectro de *H-RMN recolhido consiste em 33 k
pontos a definir uma largura espetral de 7200 Hz. Para a obtencdo de uma razdo
sinal/ruido adequada para analise quantitativa foram adquiridos um total de 32
transientes (scans), com um pulso de radiofrequéncias equivalente a 45 e um tempo
total de repeticdo interpulsos de 10 segundos, para possibilitar a completa relaxacdo

nuclear dos protdes de todos os metabolitos presentes.

Posteriormente a aquisicdo, para analisar os espectros obtidos recorreu-se ao
software NUTSpro™ (Acorn NMR Inc., Livermore, CA). Este software possibilita a
desconvolugdo das ressondncias constantes em cada espetro/multipleto e a
subsequente interpretagdao metabdlica. Antes da transformacgdao de Fourier cada
espectro foi multiplicado por uma funcdo lorentzinana de 0.2 Hz para melhoria da

razdo sinal/ruido. Nos espectros obtidos, os metabolitos de interesse foram o acetato
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(singuleto a 1,9 ppm), o propionato (tripleto a 1,035 ppm e quarteto a 2.163 ppm e o
butirato (um tripleto a 0.875 ppm, um sexteto a 1.539 ppm e um tripleto a 2.139 ppm).
Para efeitos quantitativos utilizou-se apenas uma ressonancia bem isolada de cada um
destes metabolitos, sendo que para o propionato se optou pelo tripleto a 1.035 ppm e

para o butirato o tripleto a 0.875, respeitantes aos grupos metilo.

6.5. Analise estatistica

O tratamento estatistico foi efectuado recorrendo ao software /IBM SPSS Statistics,
adequando o tipo de analise aos resultados obtidos e objectivos pretendidos em cada

tarefa.

A andlise estatistica dos estudos de internalizacdo foi realizada com recurso ao
software IBM® SPSS® versdo 24.0 (IBM Corporation, ARMONK, Nova lorque, EUA). Para
a andlise da normalidade de distribuicdo de varidveis quantitativas foi utilizado o teste
Shapiro-Wilk e para a andlise da homogeneidade de variancias o teste de Levene. No
caso de varidveis com distribuicdo normal foram usados testes paramétricos, e em caso
contrdrio, testes ndo paramétricos. A comparacdo entre grupos com distribuicdo
normal foi feita com recurso ao teste KrusKal-Wallis. Verificada a existéncia de
significancia estatistica, foi feita a comparacdo de médias usando o teste ANOVA (do
inglés, Analysis of variance) de um factor. As compara¢des multiplas foram feitas
usando o teste de Games-Howell (no caso de variancias ndo presumidas) ou usando a
correcdo de Bonferroni (caso contrario). Uma significancia de 0,05 foi considerada para
todas as comparacBes. A adesdo a Dieta Mediterranica foi medida adaptando as
escalas Mediterranean diet score (Trichopoulou et al., 2014)e rMED (Buckland et al,,
2009), numa escala de 0 a 18 que compara o consumo de oito grupos de alimentos:
vegetais, leguminosas, frutas e nozes, cereais, peixe, azeite, carne de porco e vaca,
produtos lacteos e alcool. O consumo de cada grupo de alimentos foi medido em
gramas/dia e dividido em tercis de consumo diario. Para os seis primeiros grupos de
alimentos, correspondentes a itens benéficos e incluidos na Dieta Mediterranica, zero,
um ou dois pontos foram atribuidos quando o consumo didrio se enquadrava no
primeiro, segundo ou terceiro tercis de ingestdo, respectivamente. Para a carne de

porco e vaca e produtos lacteos, itens considerados prejudiciais e ndo enquadrados na
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Dieta Mediterranica, a estratégia de pontuacdo foi a inversa. Quanto a ingestdo de
alcool, para as mulheres que consumiram 5 a 25 g de dlcool e homens que consumiram
10 a 50 g de alcool por dia, foram administrados mais dois pontos, e zero pontos em

caso contrario. O total de pontos dados corresponde ao resultado final do MeDi-score.

A andlise multivariada foi aplicada aos espectros de 'H RMN provenientes das
amostras de fezes nas areas 0,5-2,5 ppm usando todos os valores de intensidade nas
regioes escolhidas para construir a matriz de dados. Apds o alinhamento recursivo do
pico do segmento (Veselkov et al., 2009)para minimizar as variacdes de mudanca
quimica, os espectros foram normalizados usando a normalizagdo do quociente
probabilistico (PQN) (Dieterle et al., 2006). O SIMCA-P11.5 (Umetrics, Suécia) foi
utilizado para realizar analises estatisticas multivariadas nos espectros escalonados de
variancia unitaria. A andlise de componentes principais (PCA) foi utilizada para
identificar tendéncias e valores atipicos, seguindo-se a andlise parcial de discriminacao
parcial (PLS-DA) para maximizar a discriminacao de classe. Foi aplicada uma validacdo
cruzada interna padrdo de 7 vezes para avaliar a variacdo observada (R?) e a capacidade
preditiva (Q?) dos modelos PLS-DA. As cargas correspondentes foram obtidas a partir
de modelos PLS-DA multiplicando cada peso varidvel (w) por seu desvio padrdo e foram

codificados por cor de acordo com cada importancia variavel para a projecao (VIP).

Para uma anadlise quantitativa direta das variacbes nos principais metabolitos /
biomarcadores, os espectros de H-RMN foram adquiridos em condi¢Bes de

relaxamento total de todos os nucleos na amostra.

Foram observados metabolitos presentes nas amostras fecais de 75 individuos, 13
controlos e 62 pacientes com CCR em diversos estadios de doenga e com tumores em
varias localizacBes, tendo sido excluidos grupos de com localizagdes de tumores com
menos de 2 amostras. Os espectros 'H-RMN obtidos foram subsequentemente
processados e 0s sinais respeitantes aos metabolitos acetato, propionato e butirato,
resultantes do metabolismo da microbiota intestinal foram integrados usando o
software Amix (Bruker BioSpin). As areas de sinal foram normalizadas pela area total
integrada, e a ANOVA unidirecional seguida de correccdo de comparacao multipla

(Tukey) foi utilizada para analisar as areas relativas. Os espectros também foram
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sujeitos a analise multivariada que leva em consideracdo todas as caracteristicas
espectrais (todos os metabolitos presentes na drea de interesse). A analise de PCA e

PLS-DA foram aplicadas em espectros normalizados e auténomos PQN.

Foi tido como objetivo identificar alteracdes nos perfis de metabolitos de fezes de
controlos saudaveis e pacientes com CCR, procurando biomarcadores diagndsticos
chave usando a andlise metabdlica ndo segmentada de espectros 'H-RMN. Esta
abordagem foi seguida pela determinacdo quantitativa dos niveis de SCFA’s e outros
metabolitos de interesse identificados pela andlise ndo segmentada. Além de
comparar o grupo de controle e CCR, os perfis metabdlicos fecais também foram
comparados nos grupos CCR, levando em consideragcdo varios parametros, como a
localizacdo do tumor e o estadio da doenca, dentre outros. Espectros de RMN 2D
selecionados (TOSCY, HSQC, J-resolved) foram adquiridos para amostras especificas no
sentido de auxiliar na identificacdo de metabolitos. Para a atribuicdo de metabolitos,
os dados experimentais foram comparados com os espectros de referéncia disponiveis
em bancos de dados publicos (banco de dados de metabolismo humano HMDB, BMRB-
Biological Magnetic Resonance Data Bank). Os espectros foram processados
manualmente através do software TopSpin (Bruker). A matriz de dados foi obtida por
“bucketing” espectral (Amix, Bruker) e realizado o subsequente alinhamento e
normalizacdo (Matlab). A andlise multivariada foi aplicada a matriz de dados, por
abordagem ndo supervisionada, Analise de Componentes Principais, visando examinar
a estrutura global de dados (tendéncias e outliers), seguida de métodos
supervisionados, como Andlise Discriminante de Menores Quadrados Parciais para
identificar varidveis (metabolitos) responsaveis pela discriminacdo grupal (SIMCA,

projeto open source R).

As alteracBes metabdlicas observadas foram correlacionadas com as vias
metabdlicas especificas com a ajuda de bancos de dados, como a Enciclopédia de
Quioto de Genes e Genomas (KEGG) e usando o Metabolite Set Enrichment Analysis
fornecido pelo MetaboAnalyst. Finalmente, os dados metabdlicos foram
correlacionados com os resultados de outras tarefas, fornecendo informacdes

integradas sobre os processos celulares subjacentes ao CCR que potencialmente
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poderiam levar a definicdo de biomarcadores mais informativos. (Carrola et al., 2016;

Teodoro et al.,, 2016).

7. Resultados e discussao

O objetivo principal deste trabalho consistiu em relacionar a influéncia da Dieta
Mediterranica no aparecimento de CCR recorrendo, para isso, a execucdao de um
inquérito alimentar e a recolha de amostras de fezes que foram posteriormente
analisadas por espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear com recurso as

metodologias descritas no capitulo anterior “Materiais e Métodos”.

7.1. Caracterizagao das informacgdes recolhidas

Este trabalho contou com a participacdo de 96 individuos divididos em dois grupos
principais, o grupo com CCR e o grupo controlo, ou seja, com auséncia da patologia. A
estes individuos foi realizado um inquérito alimentar e feita a recolha de amostras
fecais as quais foram sujeitas a andlise por RMN. Durante o estudo foram recolhidas
um total de 161 amostras bioldgicas e os respectivos inquéritos alimentares, porém as
amostras fecais ou os dados dos inquéritos ndo puderam ser considerados. Ao longo
deste trabalho alguns doentes ndo realizaram a cirurgia e, apesar da recolha das
amostras fecais ja ter sido realizada, ndo foi feito o inquérito alimentar, tendo por isso

essas amostras sido descartadas.
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Quanto a localizacdo geografica da amostra total, 38 participantes pertenciam ao
distrito de Coimbra, 27 ao distrito de Aveiro, 4 ao distrito de Viseu, 11 ao distrito da
Guarda, 2 ao distrito de Castelo-Branco e 6 ao distrito de Leiria. Ndo obtivemos

informacdo relativa a proveniéncia de 8 pessoas como podemos ver na Figura 11.

N2 de pessoas de cada distrito
40 38
30 27
20
3 11
10 6
4 2
. [] ™ - ]
Sem Coimbra Aveiro Viseu Guarda  Castelo-Branco Leiria
informacao

Figura 11: Distribuicdo do numero de participantes em estudo por distrito. O estudo contou com a
participacdo de individuos controlos (n=20) e doentes com CCR (n=76).

De acordo com a figura 12 os participantes do estudo tinham uma média de
idades de 65,47 anos com desvio padrdo de 11,49 anos e foram distribuidos por grupos
etdrios. Foi possivel verificar que a maioria das pessoas em estudo se encontra na faixa
etdria entre os 61 e 0s 80 anos. Ndo obtivemos esta informacdo em sete dos individuos
em estudo. De acordo com a bibliografia a incidéncia de CCR aumenta a partir dos 65
anos de idade (Ferlay et al. 2013, 2015). Considera-se assim que 41,66% dos doentes em
estudo estdo fora desse grupo etario (Miller et al. 2016), tendo esta doenga uma maior
prevaléncia no sexo masculino (Siegel et al. 2014), o que também esta de acordo com a
amostra estudada ja que a amostra incluiu mais homens (n=54) relativamente ao

ndmero de mulheres (n=42).
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Faixas etarias

51

Faixas etarias

0 10 20 30 40 50 60
N¢ de doentes

Sem informagdo 81-100 m61-80 m41-60 m21-40

Figura 12: Distribuicdo de pessoas por grupos etarios. O estudo contou com a participagdo de individuos
controlos (n=20) e doentes de CCR (n=76). Foram divididos por grupos etérios de 0-20 anos, 21-40 anos,
41-60 anos ,61-80 anos, 81-100 anos. Houve sete participantes da qual ndo se obteve informacdo
referente a sua idade.

Foram também analisadas as habilitagBes literdrias dos participantes no estudo.
Verificou-se que 79 dos individuos analisados ndo possuiam educac¢do superior, 10
tinham estudos superiores e ndo obtivemos informacdo de sete individuos. Pode-se
considerar que sendo o CCR um tipo de cancro que depende directamente do estilo de
vida, da dieta e dos habitos alimentares, o nivel de literacia pode influenciar o
conhecimento de factores de risco e, por conseguinte, a adopgdo de estilos de vida
mais saudaveis diminuindo o aparecimento do CCR (Adams et al. 2013). De salientar que
os doentes com CCR tinham idades mais elevadas, sendo a média de 65 anos e, por

conseguinte, menos acesso a uma educacdo graduada (Davis et al. 2002).

7.2. Andlise do inquérito alimentar

De seguida foram analisados os dados do inquérito alimentar e avaliada a
quantidade de fibra dietética nos individuos controlo e com CCR, tendo em conta a
localizacdo e o estadio de desenvolvimento do tumor. Os dados do inquérito foram
correlacionados com os dados obtidos na espectroscopia por ressonancia magnética
nuclear averiguando-se se existia correlacdo entre a quantidade de fibra dietética e a

concentracdo de SCFA nas fezes.
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Comparou-se a quantidade de fibra dietética entre o grupo controlo (n=16) e o
grupo com CCR (n=56). O grupo controlo apresenta um consumo médio de fibra
dietética de 48,64 + 16,71 g/dia (média + desvio-padrdo) valor mais baixo do que no
grupo com CCR o qual apresentou um consumo médio de 45,83+18,28 g/dia
(médiatdesvio padrao). Estas diferencas sdo estatisticamente significativas (p=0,035),
como mostrado na figura 13A. Porém, o nimero das amostras controlo é muito inferior
ao do grupo CCR podendo dever-se a isso estes resultados.

Foram analisados os questiondrios alimentares de 68 individuos e comparada a
quantidade de fibra dietética consumida diariamente em relacdo as varias localizacbes
do tumor, tendo sido avaliados 15 individuos controlo e 53 doentes com CCR. As
localizacBes dividem em cego/ascendente, transverso, descendente/sigmoide, recto e
multiplos para os doentes que apresentassem mais de um cancro perfazendo um total
de 60 localizagBes. Foram ainda considerados como controlo individuos sem tumor
(n=19). Como se pode ver pela figura 13B ndo existem diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos de estudo (p>0,05). Porém, o grupo controlo apresenta
um consumo de fibra dietética tendencialmente inferior que os sub-grupos com CCR.
esta conclusdo pode dever-se ao facto do nimero de individuos controlo ser muito
reduzido. Foi também avaliado o consumo de fibra dietética em relacdo aos varios
estadios do tumor em 60 doentes. O estadio do tumor divide-se segundo a
classificagcdo AJCC nas categorias |, Il (A, B, C), lll (A, B, C) e IV (A, B, C). Estas categorias
relacionam com a classificacdo TMN que caracteriza o estado de desenvolvimento do
cancro. O estadio 0 corresponde a uma fase muito inicial em que o cancro se encontra
localizado e isolado, nos estadios I, Il, llIA o cancro tem uma extensdo regional, e
estende-se para além do érgdo de origem. Nos estadios IlIB e llIC a extensdo da lesdo
€ maior e 0 cancro ja ultrapassou varios 6rgdos e tem probabilidades de continuar a
disseminar-se a distancia e a formar metdastases. O estadio |V corresponde a uma fase
bastante avancada da doenca onde o cancro apresenta metdstases em varias
localizacGes (Labianca, et al., 2013). Como se pode ver pela figura 13C ndo existem

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de estudo.
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Figura 13: A - Consumo de fibra dietética (g/dia) em individuos controlo (n=16) e doentes CCR (n=56); *
representa diferencgas estatisticamente significativas com p<0,05; B - Consumo de fibra dietética (g/dia)
em individuos controlo (n=15) e doentes CCR (n=53) em relagdo a localizagdo do tumor; C - Consumo de
fibra dietética (g/dia) em doentes CCR (n=60) e controlos (n=16) em rela¢do ao estadio do tumor.

Segundo a literatura, existe uma correlagdo entre o elevado consumo de fibra
alimentar e a diminuicdo de prevaléncia de CCR (Godos et al., 2016; Park et al., 2005;
Wong et al.,, 2016). Quando avaliado o consumo de fibra alimentar em funcdo da
localizagdo do tumor observou-se que os resultados foram tendencialmente
semelhantes entre os grupos de estudo. Contudo, mostram tendéncia a serem
menores nos grupos controlo, podendo a reduzida dimensdao da amostra controlo
explicar estes resultados. Para além disso foi também objectivo averiguar se existia
correlacdo entre as concentracdes nas fezes dos SCFA em estudo (acetato, butirato e
propionato) e o consumo de fibra dietética, percursora destes acidos gordos. Os
resultados demonstraram que ndo haver correlacao entre o consumo de fibra dietética
e a presenca de SCFAs nas amostras de fezes. Estes resultados podem dever-se ao facto
de os dados sobre o consumo de fibra dietética terem sido obtidos por meio de um
inquérito alimentar, enquanto os dados sobre os SCFAs terem sido obtidos por RMN

aquando da anadlise das amostras fecais. Deste modo, os SCFAs presentes nas fezes
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foram muito inferiores relativamente a fibra dietética ingerida uma vez que ocorreu
uma eficiente absorcdo destes SCFA’s no célon.

Na analise do consumo de fibra dietética calculou-se também o indice MeDi-score.
Este indice, utilizado em diferentes areas médicas, constitui uma medida do grau de
adesdo a Dieta Mediterranica, com base nos dados obtidos do inquérito alimentar
(Panagiotakos, Pitsavos, and Stefanadis, 2006). Esta analise consiste na atribuicdo de uma
pontuacdo numa escala de 0-18, identificando-se trés grupos: 0-6 corresponde a uma
baixa adesdo a Dieta Mediterranica; 7-11 corresponde a uma adesdo média a Dieta
Mediterranica e de 12-18 uma elevada adesdo a Dieta Mediterrdnica (Buckland et al.,
2009). No cdlculo do MeDi-score foram considerados o consumo de vegetais, de
leguminosas, de batatas, de frutos, de cereais, de carne, de peixe, de lacticinios e de
azeite.

Foi calculada a adesdo a Dieta Mediterranica por género como se pode ver na figura
14. De acordo com a figura 14A, observou-se que a maioria dos individuos tem uma
adesdo média a Dieta Mediterranica. Na figura 14B observa-se a adesdo a Dieta
Mediterranica no sexo feminino onde se verifica que a maioria dos individuos tem uma

baixa e média adesdo a esta dieta.

A Sexo Masculino B Sexo Feminino
19
12
4] 14 ) 10
g 15 13 _g 10 9
5 8 8
- 10
v ! v 6
o $ 4
5
z z
2
0 0
Sem Baixa adesdo 1 Média adesdo 2 Alta adesdo 3 Sem Baixa adesdo 1 Média adesdo Alta adesdo 3
informacdo informagdo 2
Adesdo de MeDi- Score Adesdo de MeDi- Score

Figura 14: Adesdo a Dieta Mediterranica pelo sexo masculino (A) sexo feminino (B) pelo calculo do indice
MeDi-score. A baixa adesdo corresponde ao nimero 1, a média adesdo ao nimero 2 e a alta adesdo ao
numero 3. Ndo se obteve informacgdes para 14 individuos do sexo masculino (A) e para 10 individuos do
sexo feminino(B).

De seguida calculou-se a adesdo a Dieta Mediterranica por idades, como se pode
ver na figura 15 calculada através do indice de MeDi-score. Verifica-se que o grupo de
MeDi-score com maior adesdo € o grupo 2 que representa uma média adesdo a dieta

57



A influéncia do consumo de fibra dietética no desenvolvimento do carcinoma colo-rectal

mediterranica. No grupo 3 que representa uma adesao alta, estdo identificados apenas
22 individuos dos 96 em estudo. No grupo 1 de baixa adesdo a Dieta Mediterranica
estdo presentes 21 individuos. Nesta figura verifica-se que o grupo etdrio dos 20 aos
40 anos tem apenas um individuo representado, no entanto, este individuo aparece
como alta adesdo a Dieta Mediterranica. No grupo etario dos 41 aos 60 anos esta
distribuido de forma constante pelos varios grupos de adesdo a Dieta Mediterranica,
sendo ligeiramente maior na alta adesdo a dieta. Verifica-se que os grupos etarios
entre 61 e 80 anos apresentam na sua maioria uma adesdo média a Dieta
Mediterranica. No grupo etdrio de 81 a 100 anos verificou-se que existe uma igual

distribuicdo pelos grupos de baixa e alta adesao.

N2edoentes
30
25
25
20
15
10 8 8 - 9 9 9
6
5 3 3
1 1
O [ |
Sem informacéo Baixa adesdo 1 Meédia adesdo 2 Alta adesdo 3
m21-40 m41-60 m61-80 =81

Figura 15: Adesdo a Dieta Mediterranica calculada pelo indice de MeDi-score por grupos etérios. O grupo
de MeDi-score 1 representa uma baixa adesdo a Dieta Mediterranica, o grupo de MeDi-score 2
representa uma adesdo média, e o grupo 3 de MeDi-score representa uma alta adesdo a Dieta

Mediterranica. Ndo se obtiveram dados para 17 individuos

O CCR esta intimamente ligado ao estilo de vida desregrado, entre eles o consumo
de bebidas alcodlicas, o tabagismo, o sedentarismo, e uma dieta desequilibrada. Ao
observarmos as figuras 25 e 26 podemos constatar que a maior parte dos doentes
inquiridos apresentam na sua maioria baixa ou média adesdo a Dieta Mediterranica,

porém, em termos gerais, os individuos mais jovens (menos de 60 anos) sdo os que
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mais aderem a Dieta Mediterranica. Isto pode dever-se ao facto de individuos mais
jovens apresentarem um nivel de literacia mais elevado e, por conseguinte, uma maior
informacdo sobre os riscos de uma ma alimentacdo no aparecimento de CCR (Adams et
al.,, 2013; Davis et al., 2002). A Dieta Mediterranica, tal como referido anteriormente,
privilegia a adogdo de estilos de vida saudaveis, a pratica de exercicio fisico e o
consumo elevado de alimentos de origem vegetal (cereais pouco refinados, produtos
horticolas, fruta, leguminosas secas e frescas e frutos secos e oleaginosas); consumo
de produtos frescos, pouco processados e locais, respeitando a sua sazonalidade;
utilizacdo do azeite como principal gordura para cozinhar ou temperar alimentos;
consumo baixo a moderado de lacticinios; consumo frequente de pescado e baixo e
pouco frequente consumo de carnes vermelhas; consumo de dgua como a bebida de
eleicdo e baixo e moderado consumo de vinho a acompanhar as refei¢cdes principais.
Nos dados analisados observou-se que os doentes com CCR apresentam baixas ou
médias adesdes a esta dieta, sendo que aquando do inquérito muitos deles referiam
que sé muito recentemente tinham adotado alimentacdes mais equilibradas. Estes
factores puderam contribuir para o aparecimento do cancro tal como refere a
literatura (Baena and Salinas, 2015; Cottet et al., 2005; Park et al., 2005).

Na figura 16 foi feita a comparacdo entre a concentracdo de cada metabolito,
butirato, propionato e acetato em func¢do do grau de adesdo a Dieta Mediterranica,
ndo tendo sido observadas diferengas estatisticamente significativas nos grupos em
estudo (p>0,05). No que diz respeito a concentracdo de butirato tal como evidenciado
na figura 16A, verificou-se é maior para individuos onde se observou uma baixa adesao
a Dieta Mediterranica (mediana, min, max: 0,38; 0,00; 3,54), sendo mais baixa para
adesGes médias (mediana, min, max: 0,19; 0,00 ;3,39) a Dieta Mediterranica. No que
diz respeito a concentracao de propionato na figura 16B, verificou-se que é maior para
individuos onde se observou uma baixa adesdo a Dieta Mediterrdnica (mediana, min,
max: 0,81; 0,00; 3,51), sendo mais baixa para adesGes médias a Dieta Mediterranica
(mediana, min, max: 0,25; 0,00; 3,45). Na figura 16C comparou-se a concentracdo de
acetato. Sendo que as conclusdes foram semelhantes as anteriores. Verificou-se que
no calculo de adesdo a Dieta Mediterrdnica o metabolito com maior concentragdo é o

acetato (mediana, min, max: 0,76; 0,00; 13,81).
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Figura 16: A - Concentracgdo de butirato (A), de propionato (B) e de acetato (C) em fungdo da adesdo a
Dieta Mediterranica. Foi avaliado a baixa (0-6), a média (7-11) e a alta adesdo (12-18) a dieta pelo indice
de MeDi-score.

Com esta analise verificou-se que uma baixa adesdo a Dieta Mediterranica possui
concentragdes mais elevadas de SCFA’s contrariamente ao que era esperado. Os
resultados de adesdo a Dieta Mediterranica foram obtidos através do inquérito
alimentar. Por este facto, as informacBes obtidas sobre a dieta podem ndo ir de
encontro aos dados obtidos pela andlise das amostras fecais pois a concentracdo de
SCFA’s nas amostras fecais é muito reduzida, muito provavelmente devido a sua
eficiente absorcdo intestinal (Borges-Canha et al., 2015; Topping and Clifton, 2001; Wong
et al., 2006, 2016).

Comparou-se a adesdo a Dieta Mediterranica com a ingestdo de fibra dietética. Na
figura 17 verifica-se que existem diferencas estatisticamente significativas nos grupos
em estudo. Verifica-se que quanto maior a adesdo a Dieta Mediterranica, maior é o
consumo de fibra dietética. Para baixas adesdes (mediana, min, max: 25,26; 15,49;

72,57) e médias adesdes (mediana, min, max: 42,75; 25,97 ;74,01), verifica-se que os
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valores sdo significativamente menores que para altas adesGes (mediana, min, max:

43,06; 15,49; 89,67).
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Figura 17: A - Consumo de fibra dietética (g/dia) em funcdo da adesdo a Dieta Mediterrdnica. As
diferencas estatisticamente significativas estdo assinaladas com *, em que ** significa p<0,01 e ***
significa p<0,001.

Paralelamente, averiguou-se se existia correlacdo entre o consumo diario de fibra
dietética e a adesdo a Dieta Mediterranica calculada pelo indice de MeDi-score e
verificou-se a existéncia de correlacdo estatisticamente significativa (r=0,684,
p<0,001).

Podemos verificar que quanto maior é a adesdo a Dieta Mediterranica maiores sao
os consumos de fibra dietética(g/dia). Estes resultados devem-se ao facto de a Dieta
Mediterranica ser rica em fibra dietética proveniente de cereais, frutas e legumes. E
referido na literatura que o consumo de fibra dietética esta associado a uma prevencao
do aparecimento de CCR (Bamia et al., 2013; Schwingshackl and Hoffmann, 2014; Scoditti et

al., 2012).
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7.3.  Analise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Para avaliacdo das concentracdes de acidos gordos de cadeia curta, como o
butirato, o propionato e o acetato em func¢do da localizagdo do tumor e do seu estadio
recorreu-se a técnica de ressonancia magnética nuclear segundo o protocolo descrito
nos materiais e métodos.

Analisaram-se as concentracdes de SCFA’s apds terem sido normalizadas as massas
das amostras para as condi¢cdes descritas anteriormente. Na figura 18 estdo
representadas as concentragdes (mM) de butirato (18A), de propionato (18B) e de
acetato (18C) em funcdo da presenca ou da auséncia de CCR. Nao foram verificadas
diferencas estatisticamente significativas para esta condigado.

Na figura 18A foi relacionada a concentragdao de butirato entre os controlos
(mediana, min, max: 25,46; 0,00; 1127,64) e os portadores de CCR (mediana, min, max:
18,08; 0,00; 891,02). Apds realizacdo de testes estatisticos concluiu-se que ndo
existiam diferencas significativas entre os grupos analisados. Porém ao analisar a figura
verifica-se que existe uma tendéncia para uma maior concentracdo de butirato no
grupo de controlo. A figura 18B relaciona a concentracdo de propionato entre os
controlos e os portadores de CCR. Ao analisar a figura verifica-se que a concentracdo
de propionato tem uma concentragdo superior no grupo de controlo. Na figura 18C foi
correlacionada a concentragdo de acetato entre controlos e os portadores de CCR. Ao
analisar a figura verifica-se também que a concentracdo de acetato é tendencialmente
superior no grupo de controlo. Apds a andlise de todos os metabolitos verificou-se que
a concentracdo de acetato é tendencialmente superior em relacdo ao butirato e
propionato, tanto em individuos controlo como CCR.

O aumento de concentracdo de SCFA’s em grupos controlo pode justificar-se pelo
facto de uma concentracdo mais elevada de acidos gordos implicar uma menor
incidéncia de CCR. E referido na literatura que uma elevada concentracdo destes
SCFA’s tém um efeito preventivo contra o aparecimento de CCR (Amiot et al. 2015; den

Besten et al. 2013; Hijova and Chmelarova 2007).
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Figura 18: A — Concentragdo dos SCFA’s butirato (mM) (A), propionato (mM) (B) e acetato (mM) (C) com
massas normalizadas para doentes com CCR (n=76) e para os controlos(n=20). Ndo foram encontradas

diferencas estatisticamente significativas (p>0.05).

De seguida correlacionaram-se as concentra¢cdes de SCFA’s em funcdo da
localizagdo do tumor. No que diz respeito a concentragdo de SCFA's, apds normalizacdo
das massas das amostras bioldgicas verificou-se que para o butirato, na figura 19A, e
para o propionato, a figura 19B, ndo existiram diferencas estatisticamente
significativas entre as localizacBes do tumor (p>0.05). No que diz respeito ao acetato
na figura 19C, verificou-se que para a localizacdo no célon transverso (n=3), (mediana,
min, max: 19,57; 14,30; 89,49) e no cdélon descendente (n=15), (mediana, min, max:
246,18; 16,46; 1753,32) existiram diferencas estatisticamente significativas
(*p=0,049). Verificou-se que na localizacdo no colon descendente os valores de
mediana, de minimo e de maximo sdo maiores relativamente a localizacdo

correspondente ao célon descendente.
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Quando analisada a concentracdo de SCFA’s tendo em conta as varias localizagdes
do tumor verificou-se que o acetato é o metabolito que apresenta concentragdes mais

elevadas em relagdo a localizagdo do tumor.
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Figura 19: Concentragdo de butirato (mM) (A), de propionato(mM) (B) e de acetato (mM) (C) com
massas normalizadas para as localiza¢cdes do tumor em controlo (n=20), e em doentes com localiza¢édo
de tumor no célon ascendente (n=17), no cdlon descendente (n=15), no célon transverso (n=3), no recto
(n=26) e em multiplos locais (n=4). Existem diferencas estatisticamente significativas para o acetato (C)

nas localizagdes no célon transverso (n=3) e no célon descendente (n=15) (p=0,049).

Quanto as concentra¢cdes de SCFA’s em funcdo do estadio do tumor, no que diz
respeito a concentracdo de SCFA’s apds normalizacdo as massas das amostras
bioldgicas avaliou-se a concentracdo de butirato nas amostras fecais (figura 20A). Na
figura as concentragdes de butirato sdo maiores nos controlos (mediana, min, max:
25,46; 0,00; 1127,64) e nos doentes com cancros no estadio | (mediana, min, max:
12,68; 3,02; 715,64), porém ndo se encontraram diferencas estatisticamente

significativas (p>0,05). A figura 20B evidencia maiores concentracbes de propionato
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nos controlos (mediana, min, max: 36,49; 0,00; 1554,29) e nos doentes em estadios |
(mediana, min, max: 27,60; 4,41; 944,41), porém ndo se encontraram diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05). Por fim, avaliou-se a concentracdo de acetato
(figura 20C), verificando-se que as concentracdes do mesmo sdo maiores nos controlos
(mediana, min, max: 82,26; 0,46; 2190,03) e nos doentes em estadio | (mediana, min,
max: 125,61; 16,46; 1786,61), porém nao se encontraram diferencgas estatisticamente

significativas (p>0,05).
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Figura 20: Concentracdo de butirato (mM) (A), de propionato (mM) (B) e de acetato (mM) (C) com
massas normalizadas para individuos controlo (0) (n=20) e para doentes com diferentes estadios do
tumor segundo a classificagdo AJCC; | (n=14), lIA (n=9), lIB(n=2), IC(n=2), lIA(n=8), IlIB(n=9), lIC(n=3),
IVA(n=10).

A elevada concentracdo de butirato, propionato e acetato em controlos e em
doentes com cancros em estadio | pode ser um indicador de bom progndstico na
prevencao e cura do CCR uma vez que SCFA’s tém um efeito protetor no célon. Este
efeito protector tem a ver com a diluicdo de carcindgenos fecais, com a reducdo do

tempo de transito das fezes através do intestino, e promovem uma acg¢do
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anticancerigena através da ligacdo de acidos biliares carcinogénicos (Goncalves and
Martel, 2013; Park et al., 2005). Na figura 21 podem observar-se as vias metabdlicas de
formacdo de acetato, de propionato e de butirato, onde o piruvato dara origem a estes
trés SCFA’s, que sdo os principais produtos da fermentacdo microbiana de
polissacarideos de fibras vegetais no cdlon humano. Nos resultados obtidos verifica-se
gue quando existe um aumento da concentragdao de acetato, a concentracao de
butirato diminui, o que pode dever-se ao organismo preferir a via de formacdo do

acetato em detrimento da de butirato (Miller and Wolin 1996).
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Figura 21: Vias metabdlicas representativas de producdo de butirato, de propionato e de acetato.
Imagem retirada de Pryde et al. 2002.

Tal como ja se tinha verificado em relacdo a localizagdo do tumor vs. concentragdo
de SCFA’s, a concentracdo de acetato é tendencialmente superior em relacdo a do
butirato e do propionato. De salientar que nos estadios iniciais da doenca a
concentracdo de SCFA é maior como se verificou nas figuras anteriores, porém nos
estadios I1IB e IV a concentracdo é, por tendéncia maior.

Ndo foram verificadas alteracdes estatisticamente significativas quando analisadas

as concentraces de metabolitos com areas normalizadas. Desta forma e para
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investigar se todas as condicGes analisadas anteriormente ndo sofriam alteracBes
calculou-se o indice de MeDi-score na figura 22 em fun¢do da concentracdo de butirato
(A), de propionato (B) e de acetato(C), onde ndo se verificaram diferencas

estatisticamente significativas (p>0.05).
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Figura 22: Concentragdo de cada metabolito, butirato (mM) (A), propionato (mM) (B) e acetato (mM)
(C) em funcdo da adesdo a Dieta Mediterranica pelo indice de MeDi-score.

Ao analisar os dados de concentracdo de butirato, de propionato e de acetato nos
doentes de CCR nos controlos, da localizacdo e do estadio do tumor observaram-se
grandes discrepancias na amplitude interquartilica. Estas discordancias deveram-se ao
facto de as amostras fecais analisadas ndo serem constantes quer no peso, quer na
consisténcia sendo umas amostras mais liquidas que outras. Para controlar este
problema procedeu-se a secagem de algumas amostras bioldgicas, no entanto ao
analisar o espectro de RMN dessas amostras verificou-se que tal procedimento ndo era
adequado pois perdiam-se os elementos metabdlicos mais volateis como o acetato e
0 espectro era dominado por aminoacidos provenientes do metabolismo bacteriano.
Como ndo se verificaram diferencas significativas, normalizou-se a drea de cada SCFA

pela soma das areas dos trés SCFA’s de forma a obter a percentagem de cada
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metabolito em estudo, funcdo de serem controlos e CCR, da localizacdo, estadio do
tumor e indice de MeDi-score, também ndo foram verificadas diferencas

estatisticamente significativas para esta condicdo (p>0,05).

Analisou-se igualmente a quantidade total de SCFA’s presentes nas amostras
bioldgicas entre doentes CCR e dos individuos controlo, nas localizacdes e estadios do
tumor e na adesdo a Dieta Mediterranica, ndo tendo sido observadas diferencas
estatisticamente significativas, um espectro representativo dos picos das amostras de

RMN surge no anexo 8.

Foi efetuada uma analise multivariada (MVA) e comparados os resultados dos
controlos e dos doentes com CCR. Dos elementos analisados foram excluidos os grupos
de localizacdo 2 (colon transverso) e 5 (tumores multiplos) por terem menos de 3
amostras, ndo sendo por isso considerados representativos. Nesta andlise foi
selecionada uma area entre 0,5 e 2,5 ppm para a quantificacdo de acidos gordos. Foi
escolhida esta area especifica no espectro e ndo uma darea espectral total devido ao
facto de existir um pico a 3,5 ppm que corresponde a um componente da preparagao
utilizada para limpeza do célon aguando da colonoscopia. Este pico é largo e muito

intenso, sobrepondo-se aos restantes metabolitos, dificultando a aplicacdo da MVA.

Foram comparados os controlos com a localizacdo 1 (célon ascendente), 3 (célon
descendente) e 4 (recto). Como podemos verificar na figura 23A, as amostras
provenientes do grupo controlo quando comparadas com as localizagdes tumorais dos
doentes de CCR estdo bem agrupadas e ainda que se verifique tendencialmente
alguma dispersdo, esta ndo é significativa. Quando comparados os individuos controlo
com os doentes com tumores no célon ascendentes (1), na figura 23B verifica-se um
agrupamento das amostras sendo as suas caracteristicas semelhantes. Comparando os
individuos controlo com os doentes com tumores localizados no célon descendente
(3), na figura 23C verifica-se um agrupamento das amostras sendo as suas
caracteristicas semelhantes, mas com mais dispersdo entre os grupos quando
comparado com os dados da figura 23B. Na figura 23D observa-se a relacdo entre

controlos e doentes com tumores no recto (4) verificando-se uma maior dispersdo no
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grupo 4 em relacdo aos dados obtidos para tumores no célon ascendente e no colon

descendente.
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Figura 23: Andlise de componentes principais entre controlos e as diferentes localiza¢gdes dos tumores
(A). Foram comparados controlos com localizagdo no célon ascendente(B), no célon descendente (C) e

no recto (D).

De seguida foi realizada uma andlise multivariada (MVA) para as condi¢cGes estadio
do tumor versus adesdo a Dieta Mediterranica. Na figura 24A encontra-se a
comparacdo entre individuos controlo (0), em estaddio | (1), em estadio 1IB (3), em
estadio llIA (6), em estadio llIB (7) e em estadio IVA (9). Ndo foram analisados todos os
estadios, tendo sido excluidos os estadios que tinham menos de trés amostras. Na
figura 24B encontra-se a comparacdo entre a adesdo a Dieta Mediterranica, onde se
compararam as diferencas entre baixa adesdo (1), média adesdo (2) e alta adesdo (3).
Observa-se na figura 24A que as amostras controlo quando comparadas com as
amostras dos doentes em estadios tumorais de CCR estdo bem agrupadas e ainda que
se verifique tendencialmente alguma dispersdo, esta ndo é significativa. Quando
comparados os niveis de adesdao por MVA também ndo se verificaram diferencas

estatisticamente significativas, figura 24B.
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Na analise de componentes principais ndo se verificaram diferencas
estatisticamente significativas para nenhuma condicdo. Isto pode dever-se ao facto de
terem sido excluidas condicGes, quer de localizacdo, quer no estadio por terem um
numero de amostras inferior a trés. Estes estudos requerem um numero de amostras
mais elevado, o que ndo foi possivel até ao momento. Estes resultados podem ainda
dever-se a baixa concentracdo de metabolitos presentes nas fezes, pois foram

absorvidos correctamente ao longo do célon o que pode ter afectado esta analise.
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Figura 24: Andlise de componentes principais entre controlos e os diferentes estddios dos tumores (A).
Foram comparados controlos (0) (n=7) com estadios | (1) (n=14), lIA (3) (n=8), IlIA (6) (n=8), llIB (7) (n=9)
e IVA (9) (n=8). (B) —analise de componentes principais do nivel de adesdo a Dieta Mediterranica, baixa
adesdo (1) (n=17), média adesdo (2) (n=28) e alta adesdo (3) (n=22).

De seguida foi feita uma analise de partial least squares discriminant analysis (PLS-
DA) onde sdo analisados os dados de forma a maximizar as diferencas entre grupos. A
figura 25A maximiza as diferencas entre os controlos e os tumores no cdlon
ascendente (1) podendo verificar-se que existe sobreposicdo entre grupos em estudo,
e que, portanto, tém semelhancas entre si. A figura 25B maximiza as diferencas entre
os controlos e os tumores no célon descendente (3) podendo verificar-se que existe
sobreposicdo e que os grupos em estudo tém semelhancas entre si. A figura 25C
maximiza as diferencas entre os controlos e os tumores no recto (4) podendo verificar-
se que existe sobreposicdo e que os grupos em estudo tém semelhancas entre si tal

como foi observado para outros grupos.
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Figura 25: Analise PLS-DA de controlos com localizagdo 1-célon ascendente (A), 3-célon descendente(B)
e 4-recto(C).

Por fim, foi realizada uma andlise VIP (do inglés variable importance to projection)
de forma a verificar que metabolitos contribuem para as diferencas entre grupos. Estas
diferencas acontecem quando o valor de VIP >1. Na figura 26A podemos verificar que
o metabolito que mais contribui para as diferencas entre os grupos é o lactato que é
mais elevado no grupo controlo (valores positivos no eixo do controlo). Na parte
negativa do eixo estdo presentes os metabolitos mais abundantes no grupo CCR de
localizacdo ascendente do tumor (1), que contribuem para as diferencas, verificando
ser o succinato o metabolito que mais contribui. Na figura 26B observamos as
diferencas entre os grupos controlo e CCR com tumor descendente (3). Os SCFA’s e o
lactato sdo os metabolitos mais abundantes no s controlos e que mais contribuem

paras as diferencas entre grupos. Na figura 26C surgem as diferencas entre os grupos
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controlo e o grupo 5 - localizacdo recto, verificando-se que sdo as contribuicdes de do

acetato, propionato e butirato que mais distinguem os grupos.
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Figura 26: Contribuicdo de metabolitos na maximizagdo de diferencas entre grupos. A — controlos e
localizacdo ascendente (1); B - controlos e localizagdo descendente (3); C— controlos e localizagdo recto

(5).

A literatura sugere a andlise de amostras fecais e da sua composicdo em SCFA’s
como bioindicador da presenca de CCR, porém ainda ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas na concentracao de SCFA’s entre estadios de
tumores e diferentes localizagdes do tumor em amostras fecais. A PCA revela algumas
separagdes parciais entre os grupos analisados, mas maior nimero de amostras parece
ser necessario para aferir dessas mesmas separacées. As diferencas encontradas nos
grupos analisados podem dever-se a variabilidades interpessoais e a diferencas na
dieta adoptada (Lin et al. 2016). Os SCFA’s sdo produzidos pelas bactérias presentes no
colon, sendo rapidamente absorvidos como fonte de energia para os célondcitos.
Assim, a baixa concentracdo destes metabolitos nas amostras fecais pode dever-se ao
facto de serem eficientemente absorvidos. (De Filippis et al., 2015; Marchesi et al., 2007;

Shao et al., 2017)

Neste trabalho, quando analisadas as concentracdes de SCFA’s como o butirato, o
propionato e o acetato em amostras fecais, ndo foram encontradas diferencas

estatisticamente significativas entre doentes com CCR e os individuos do grupo
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controlo sem a presenca de patologia, entre localizagdes dos tumores ou os estadios.
Porém, quando comparada a ingestdo de fibra alimentar (g/dia), foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas nos grupos em estudo. Isto podera dever-se
ao facto de a absorgdo de SCFA’s no célon ser um processo altamente eficiente, sendo
que apenas 5 a 10% dos acidos gordos sdo excretados nas fezes (Herrmann, Hermes, and
Breves 2011; Wong et al. 2006). Neste estudo foram analisadas amostras de fezes e ndo
foram observadas diferencas entre os grupos em estudo, o que pode dever-se ao facto
de ja ter ocorrido absorgao intestinal dos metabolitos ndo estando por isso presentes
em grandes concentragdes nas fezes. Existem diversos factores, segundo a literatura,
gue podem afectar a producdo de SCFA’s no cdélon, por exemplo a reducdo de hidratos
de carbono no célon proximal, a reducdo de bactérias fermentativas que pode ocorrer
guando os residuos de alimentos se movem para o intestino distal. Esta situacdo afecta
os tipos como as quantidades de SCFA’s produzidos (Macfarlane e Macfarlane, 2003).
Também ¢é sabido que o elevado tempo de transito fecal afecta a actividade das
bactérias do cdlon, e muitas vezes os doentes de CCR relatam sintomas de obstrucdo
intestinal. Também este facto pode contribuir para as reduzidas concentracGes de

SCFA’s observadas(Macfarlane and Gibson, 1997; Macfarlane and Macfarlane, 2011).
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8. Conclusdes e perspectivas futuras:

A relevancia do presente trabalho apoia-se em estudos que reforcam o facto de
uma dieta rica em fibras se relacionar com um menor risco de desenvolvimento de
diversas doencas gastrointestinais, nomeadamente o cancro colo-rectal. Assim, com
este trabalho pretendemos compreender melhor a influéncia da dieta e dos acidos
gordos de cadeia curta na regulacdo e na incidéncia de CCR. Adicionalmente, este
trabalho teve como objectivo correlacionar as informac8es nutricionais de cada
individuo, obtidas através de um inquérito de frequéncia alimentar, com a analise
metaboldmica de amostras fecais em termos de concentracdes de acidos gordos de
cadeia curta, utilizando espetroscopia por ressonancia magnética nuclear.

Neste trabalho concluiu-se que os doentes de CCR apresentavam, na sua maioria,
idades superiores a 65 anos, sendo a prevaléncia de CCR maior em homens, em que a
maioria dos doentes apresentava baixos niveis de literacia. Estes dados foram de
encontro as informacdes prévias encontradas na bibliografia (Adams et al., 2013; Davis
et al., 2002; Ferlay et al., 2015; Haggar et al., 2009).

Ao comparar o consumo de fibra alimentar entre doentes de CCR e individuos
controlo, verificou-se que os niveis de consumo eram maiores em doentes de CCR, ao
contrario do que era esperado, podendo dever-se ao facto de existirem poucas
amostras controlo neste trabalho (Godos et al.,, 2016). No futuro seria importante
diminuir ao maximo a variabilidade interpessoal dos individuos em estudo, aplicando
a todos iguais condicdes nas preparacdes intestinais pré colonoscopia e inquirindo um
maior nimero de doentes.

De seguida foi avaliado o nivel de adesdo a Dieta Mediterranica segundo o indice de
MeDi-score por género e por idade e verificou-se que os individuos inquiridos na sua
maioria apresentavam baixos ou médios indices de adesdo a Dieta Mediterranica,
podendo correlacionar-se este resultado com o facto de individuos mais jovens terem
maiores niveis de literacia e, por isso, um maior acesso a informacdes de praticas de
vida saudaveis (Buckland et al., 2009; Panagiotakos et al., 2006; Schwingshackl and Hoffmann,

2014).
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Quando comparados as concentracGes de acidos gordos em relacdo ao grau de
adesdo a Dieta Mediterranica verificamos que as concentracdes eram mais elevadas
nas baixas adesdes a dieta. Este resultado pode dever-se ao facto de existirem poucos
acidos gordos presentes nas fezes, por terem sido anteriormente absorvidos no

colon(Macfarlane and Macfarlane, 2011; Miller and Wolin, 1996; Wong et al., 2006).

Analisou-se a adesdo a Dieta Mediterranica quando comparada com a quantidade
de fibra dietética ingerida. Podemos verificar que quanto maior é a adesdo a Dieta
Mediterranica maiores sao os niveis de fibra dietética consumida. Estes resultados
devem-se ao facto de a Dieta Mediterranica ser rica em fibra dietética proveniente de
cereais, frutas e legumes. E referido na literatura que o consumo de fibra dietética est3
associado a uma prevencado do aparecimento de CCR (Bamia et al., 2013; Schwingshackl

and Hoffmann, 2014; Scoditti et al., 2012).

Quando analisadas as concentragdes de butirato, de propionato e de acetato em
doentes CCR e em individuos controlo, correlacionando-as com a localizacdo e com o
estadio do tumor e com indice de MeDi-score, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas. Porém, nos estadios iniciais de desenvolvimento
tumoral as concentracdes destes SCFA’s foram tendencialmente mais elevadas que
nos restantes estadios, podendo deste modo estar associados a um melhor
prognostico da doenca (Amiot et al., 2015). Nos resultados obtidos verifica-se que
guando existe um aumento das concentracdes de acetato, as concentracles de
butirato diminuem, isto pode dever-se ao facto de o organismo preferir a via de

formacdo do acetato em detrimento da de butirato (Miller and Wolin, 1996).

Os mecanismos envolvidos para deteccdo de CCR em amostras fecais ainda ndo
foram completamente esclarecidos e atualmente ndo é possivel estabelecer uma
correlacdo conclusiva entre a carcinogénese do colon e os metabolitos presentes em
amostras fecais, porém este serd um tema que poderd ser aprofundado no futuro uma
vez que a deteccdo do CCR em estadios iniciais é importante para uma maior sobrevida
do doente (Miller et al. 2016). Também a investigacdo de metabolitos presentes nas

fezes como biomarcadores de presenca de CCR serd uma abordagem interessante para
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trabalhos futuros, ndo so analisando a presenca de butirato, propionato e acetato, mas
alargando o estudo a uma andlise metaboldmica completa da amostra (Kostidis et al.
2017; Lin et al. 2016). Deste modo a técnica de RMN podera constituir uma abordagem
alternativa para o diagndstico de CCR ao invés da colonoscopia. A colonoscopia €
actualmente o método mais utilizado para rastreio ou detec¢cdo de CCR, porém é um
método invasivo, dispendioso e desconfortavel para os doentes. A utilizagdo do RMN
como ferramenta de diagndstico podera evitar as desvantagens associadas a realizacao
de colonoscopia.

Uma vez que a o0 microbioma intestinal e a absor¢ao de SCFA’s condicionou bastante
este estudo, devido a variabilidade interpessoal dos individuos incluidos, seria
importante analisar o microbioma presente nas amostras fecais de forma a
correlacionar essas informacdes com os dados obtidos por RMN (Amiot et al., 2015;
Choo et al., 2017; Shao et al., 2017). Deste modo seria possivel obter uma interpretacao

mais adequada dos dados analisados neste estudo.
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10.Anexos

Anexo 1: Tabela TMN de cancros gastricos segundo classificacdo AJCC. Adaptado de

Smyth et al. 2016

Tumor primério (T)

Linfo-nddulos regionais (N)

Metastases a distancia (M)

Tx  Semacesso ao tumor primario NX  Sem acesso a nodulos regionais MO  Sem metdstase a
distancia
TO  Sem evidéncia de tumor primario NO  Sem metastase em nddulos M1  Com metastase a
regionais distancia ou citologia do
peritoneu positiva
Tis  Carcinoma in situ: tumor intraepitelial N1~ Metastase em 1-2 linfo-nodulos
sem invasdo da [amina propria regionais
Tla  Tumorinvade lamina propria ou N2  Metastase em 3-6 linfo-nddulos
mucosa muscular regionais
Tlb  Tumor invade submucosa N3 Metastase em 7 ou mais linfo-
nddulos regionais
T2 Tumor invade musculatura propria N3a Metastase em 7-15 linfo-nodulos
regionais
T3 Tumor penetra em tecido conectivo ~ N3b  Metastase 16 ou mais linfo-nddulos
sem invasdo visceral do peritoneu ou regionais
estruturas adjacentes
T4 Tumor invade peritoneu visceral ou
estruturas adjacentes
Tda  Tumor invade peritoneu visceral
T4b  Tumor invade estruturas adjacentes
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Anexo 2: Estadios anatdmicos/prognosticos segundo classificacdo AJCC. Adaptado de
Smyth et al. 2016

Estadio Estadio T Estadio N EstadioM
Estadio O Tis NO MO
Estadio IA Tl NO MO
Estadio IB T2 NO MO
Estadio IB T1 N1 MO
Estadio I1A T3 NO MO
Estadio I1A T2 N1 MO
Estadio I1A T1 N2 MO
Estadio 11B T4a NO MO
Estadio IIB T3 N1 MO
Estadio IIB T2 N2 MO
Estadio 11B Tl N3 MO
Estadio 1A T4a N1 MO
Estadio IlIA T3 N2 MO
Estadio llIA T2 N3 MO
Estadio I1IB T4b NO-1 MO
Estadio I1IB T4a N2 MO
Estadio 11IB T3a N3 MO
Estadio IIIC T4b N2-3 MO
Estadio IIIC T4a N3 MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1
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FACULDADE DEMEDICINA
UNIVERSIDADE DE COIMBRA

COMISSAO DE ETICA DA FMUC

Of. Refa 117-CE-2014

Data 227 /2 /2014

C/C aos Exmos. Senhores ' Exmo Senhor
Investigadores e co-investigadores Prof. Doutor Joaquim Neto Murta
Director da Faculdade de Medicina de

Universidade de Coimbra

Assunto: Pedido de parecerr & Comissdo de Etica - Projectc de Investigacio

auténomo (refa2 CE-112/2014).
Investigador(a) Principal: Maria Filomena Rabaca Roque Botelho

Co-Investigador(es): Rosa Coelho, Guilherme Macedo, Ana Margarida Coelho Abrantes,

L&lita Santos e Alexandra Fernandes

Titulo do Projecto: "Da nutrigdo a clinica: o papel da microflora e do micorbioma

intestinal na patologia intestinal”™

A Comissdc de Etica da Faculdade de Medicina, apés andlise do projecto de investigagiio
supra identificado, decidiu emitir o parecer que a seguir se transcreve: “Parecer

Favordvel”,

Queira aceitar os meus melhores cumprimentos.

O Presidente,

Pr(?/?[tor J%edmsc de Lima

SERVICOS TECNICOS DE APOIO A GESTAG - STAG » COMISSAC DE ETICA
Péio das Ciéncias da Saude = Unidade Central

Aczinhaga de Sanca Comba, Celas, 3000-354 COIMBRA « PORTUGAL
Tal: +351 23% 857 707 (Ext 542707) | Fax: #351 239823 236

E-mail: comissaoetica@imed.uc pt § www fmed.ucpt
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Anexo 4: Parecer favoravel Centro Hospitalar Universitario de Coimbra

& CHUC
CENTRO HOSPITALAR

COMISSAO DE ETICA PARA A SAUDE L
Visto / A U.LD.
para difusio
135 Ja¢i6
Prot] osé Pedro Figueiredo
Director Clinico
Exmo. Senhor C.H.U.C. - EPE
Prof. Doutor José Pedro Figueiredo
Digm® Director Clinico do CHUC
S/Ref* S/Comunicagio N/Ref. — Oficio n.° Data
CES/089 09.05.2016

Assunto: [CHUC-033-16] — Estudo Observacional "Da nutricao a clinica: o papel da microflora e do
microbioma intestinal na patologia intestinal” — Prof. Doutor Guilherme Tralhdo — Servigo de
b Cirurgia A do CHUC e Prof.* Doutora Maria Filomena Botelho - Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra (estudo a ser realizado no Servigo de Cirurgia A do CHUC).

(Entrada do processo na CES a 04/03/2016)

Cumpre informar Vossa Ex.* de que a Comissio de Etica para a Saide do Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra, reunida em 06 de Maio de 2016, com a presen¢a da 1
maioria dos seus membros, apos anilise do projeto mencionado em epigrafe e ouvido o relator,
emitiu parecer favoravel a sua realizacio. Parecer aprovado por unanimidade.

Fundamentagao:

O estudo tem como objectivos: 1) Obter as informacoes nutricionais do individuo
através da realizagio de um inquérito alimentar; 2) Caracterizar as amostras fecais em termos de
concentragio de propionato, acetato e butirato, por espectroscopia por ressonincia magnética
nuclear; 3) Analisar o microbioma das amostras fecais; 4) Correlacionar os dados anteriores com
o diagnostico obtido apos colonoscopia.

Chama-se a atengio do seguinte: no modelo especifico da CE, no ponto em que se
refere - CONTROLES — Numero, esta referido, #do se aplica. Mas depois, no ponto - Indique
como serdo escolhidos: diz-se - Individuos das mesmas faixas etirias que os doentes,

preferencialmente com colonoscopia, sem alteragdes. Parece haver aqui uma contradigio.

Contacto:

CHUC - Centro Hospitalar

Telefone: 239 400 408
e Universitario de Coimbra 5
Praceta Prof. Mota Pinto, Telefax: 239 405 646

3000-075 Coimbra - Portugal E-mail: dirclinica@huc.min-saude.pt
Telefone: +351 239 400 400
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e ~ CHUC

CENTRO HOSPITALAR

; COMISSAO DE ETICA PARA A SAUDE N A

43

Mais se informa que a CES do CHUC deve ser semestralmente actualizada em relagio
ao desenvolvimento dos estudos favoravelmente analisados e informada da data da conclusio dos

mesmos, que devera ser acompanhada de relatério final.
Com os melhores cumprimentos.

PI’A COMISSAO DE ETICA PARA A SAUDE
DO CHUC

- /
r José Joaquim Sousa Barros
idente & CES do CHUC

A CES de CHUC: Prof. Doutor José Joaquim Sousa Barros; Prof.* Doutora Mana Fitima Pinto Saraiva Martins; Dr. Mirio Rui
Almeida Branco; Enf.® Adého Tinoco Mendes; Prof. Doutor Carlos Alberto Fontes Ribeiro; Padre José Antonio Afonso Pais; Dr.
José Antonio Feio; Dr. José Alves Grilo Gongalves; Enf.° Fernando Mateus; Dr. Jnsé Antonio Pinheiro; Dra. Cliudia Santos; Dr.
Paulo Figueiredo.

Contacto:

CHUC - Centro Hospitalar
e Universitario de Coimbra
Praceta Prof. Mota Pinto,
3000-075 Coimbra - Portugal
Telefone: +351 239 400 400

Telefone: 239 400 408
Telefax: 239 405 646

E-mail: dirclinica@huc. min-saude.pt
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(C‘ CHUC Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, EP.E.
> IR Unidade de Inovagdo e Desenvolvimento
Centro de Ensaios Clinicos

AUTORIZAGAO DE PROJECTO DE INVESTIGAGAO

| CHUC | 033 T1s l

NOME DO PROJECTO:

DA NUTRICAO A CLINICA: O PAPEL DA MICROFLORA E DO
MICROBIOMA INTESTINAL NA PATOLOGIA INTESTINAL

INVESTIGADOR PRINCIPAL:

Prof.? Doutora Maria Filomena Botelho e Prof. Doutor José Guilherme
Tralhdo

Tendo por base o parecer da Comissdo de Etica, é autorizada a realizagdo, no

Centro Hospitalar e Universitdrio de Coimbra, do Projecto de Investigagdo

supracitado.
DATA: / / l &
Presidente do Consglho de Administragéo

Dr. José Martine Nines

/% W“‘mq to (C:onisilhc'r de Adm

Inistragao

(Dr. José Martins Nunes) CHUE. . Epg
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Anexo 5: Parecer favoravel Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra
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Anexo 6: Parecer favoravel Unidade de Saude Hospitalar ldealmed de Coimbra

(Endocentro-ldealmed)

IDEALMED" Rt ™

Exma. Senhora
Prof.2 Dr2 Maria Filomena Botelho

PARECER 2016.01

A Comissdo de Etica para a Satde da Idealmed, analisou o projecto de investigagdo
intitulado “Da nutrigdo a clinica: O papel da microflora e do microbioma na patologia intestinal” e
emitir o seguinte parecer:

- No sentido de proteger devidamente os dados pessoais dos individuos incluidos neste
estudo, é necessario que os mesmos ndo possam ser identificados, directa ou indirectamente. Ora,
o sistema apresentado neste projecto nido permite garantir a impossibilidade de identificagdo,
nomeadamente por via indirecta.

Assim, para cumprir o disposto no art.12, n? 3 da Lei 21/2014, de 16 de Abril e 0 art.72, n%
1 e 2, da Lei 67/98, de 26 de Outubro, sera necessario um sistema eficaz de anonimizagdo, de
modo a garantir devidamente a impossibilidade de identificacao.

Uma vez definido um tal sistema de anonimizagdo, que lhe devera ser transmitido, a
Comissdo de Etica para a Satide da Idealmed aprova o projecto que Ihe foi submetido.

Coimbra, 08 de Junho de 2016

O Presidente da Comiss3o de Etica para a Saude

4 >

//, -~ /7(
S )ik, | (( b P

(Prof. Doutor Henrique Vilaga Ramos)

IDEALMED UHC - Praceta Prof. Robalo Cordeiro - Circular Externa de Coimbra - 3020-479 Coimbra - T 239 096 900
uhc@idealmed.pt - comissao.etica@idealmed.pt

95



A influéncia do consumo de fibra dietética no desenvolvimento do carcinoma colo-rectal

Anexo 7: Consentimento informado de acordo assinado pelos participantes

CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGAO EM INVESTIGAGAO

de acordo com a Declara¢dio de Helsinquia® e a Conveng3o de Oviedo?

Designacdo do Estudo: O papel da microflora e do microbioma na patologia intestinal: da nutri¢do a clinica
Eu,

Fui informado que o estudo de investigagdo acima mencionado se destina a estudar a correlacdo entre
a dieta, a informacdo recolhida pela andlise metabolémica e do microbioma das amostras fecais e a
presenca de patologias no trato intestinal. O investigador principal deste estudo é a Dra. Isabel Cristina
do Servico de Cirurgia do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra, EPE (IPOCFG,EPE). Este estudo
sera conduzido no IPOCFG,EPE.

Sei que neste estudo esta prevista a recolha de informacdes relativas a dieta através de um inquérito
alimentar e de amostras de fezes tendo-me sido explicado os procedimentos (recolha tem lugar antes
da realizagdo da cirurgia). Sei que as amostras recolhidas de fezes serd armazenada para posterior
doseamento dos acidos gordos de cadeia de curta e para analise do microbioma. Também sei que
algumas analises ndo podem ser efectuadas neste hospital e que, porisso, tém de ser realizadas noutras
instituicdes.

Sei que a minha participacdo é voluntaria ndo havendo lugar a renumeragdo ou pagamento de
deslocacGes ou contrapartidas. Também sei que o estudo mereceu parecer favoravel da Comissdo de
Etica para a Satde do IPOCFG,EPE.

Sei que posso recusar-me a participar ou interromper, a qualquer momento, a participa¢do no estudo,
sem nenhum tipo de penalizacdo por este facto.

Foi-me garantido que todos os dados relativos a identificagdo dos participantes neste estudo sdo
confidenciais e irreversivelmente anonimizadas.

Compreendi a informacdo que me foi dada, tive oportunidade de fazer perguntas e as minhas duvidas
foram esclarecidas.

Aceito participar de livre vontade no estudo acima mencionado.

Concordo que seja efetuada a colheita da amostra de fezes e recolhida a informacéo relativa aos habitos
alimentares.

Também autorizo a divulgacdo dos resultados obtidos no meio cientifico, garantindo o anonimato.

Nome do investigador Nome do doente
Contacto Contacto
Data Data

1 http://portal.arsnorte.min-
saude.pt/portal/page/portal/ARSNorte/Comiss%C3%A30%20de%20%C3%89tica/Ficheiros/Declaracao _Helsinquia 2008.pdf

2 http://dre.pt/pdflsdip/2001/01/002A00/00140036.pdf
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Tabela de comparacao dos protocolos de extraccao de metabolitos.

Anexo 8

Titulo do trabalho

“A MICROBIOTA INTESTINAL DE DOENTES
JOVENS
COM DIABETES MELLITUS TIPO 1: UMA
ABORDAGEM PROTEGMICA E
METABOLOMICA”

“0 papel da microflora e do microbioma na

Altered gut microbial energy and metabolism
in children with non-alcoholic fatty liver
disease”

“MetabonomicS0 ecal extracts
characterize ulcerative colitis, Crohn’s disease
and healthy individuals”

“Metabolomics of Fecal Extracts Detects
Altered Metabolic Activity of
Gut Microbiota in Ulcerative Colitis and
Irritable Bowel Syndrome”

“Metaholomic Analysis of Human Fecal
Microbiota: A Comparison
of Feces-Derived Communities and Defined
Mixed Communities”

Metabolitos analisados

Protocolo
1.Adicdo de cloranfenicol (100uL/10ml) & solugdo de lavagem NaCl 0,9% (p/v) Butirato, Propionato, Acetato,
2. Sonicagdo em gelo em perfodos de 15,20 e 30 min Succinato, Formato,
3. Precipitagdo de proteina por adi¢do de acetona (1350pL acetona: 5g de amostra fecal) Malonato, Fenilacetato,
4. Adicdo de acetona e acido tricarboxilico (13501l acetona:2g acido tricarboxilico:5g fezes) Glicina,Metanol e Acetona

-utilizagdo de tampao ureia-tioureia-CHAPS (£500pL por 5g fezes)
Homogeneizar 100mg de amostra fecal numa solugdo de 0,15M de NaOH em 99% de D,0 propionato, acetato e butirato

1. Agua fecal foi extraida utilizando uma amostra de material fezes descongelada (200 mg) e a adigdo de Etanol, acetato, glucose,
inco volumes de tampdo fosfato estéril (Na2HPO4 1,9 mM, NaH2P04 8,1 mM, pH 7,4). fumarato, lactato, alanina,
. Nos estudos de RMN, 550 ul de extracto fecal foi misturado com 150 ul de uma solugdo de 9 mM de | butirato, propionato, valina
rimetilsililo propionico -2,2,3,3-D4 (TSP)

1. Extractos colocados em agua com pH acima de 7 isoleucina, leucina, valina,
N.>mcm fecal foi extraida de uma amostra de material fecal descongelado e adigdo de 2 volumes (w / v) na, alanina, tirosina,
de solugdo salina estéril tamponada de fosfato (PBS, Na2HPO4 1,9 mM, 8,1 mMNaH2P04, 150 mM de | fenilalanina,glicina,lactato,
NaCl, pH 7,4). butirato, propionato

3. Extractos fecais preparados pela mistura de 4 Il de D20 / 500 IM TSP (propionato de 3-trimetil
2,2,3,3-tetradeuterosodium, Gltima TSP = 50 Im) com 40 Il de extracto fecal

1. Aliquotas de 20 mg foram recolhidos e isoleucina, leucina, valina,
extractos fecais preparados para andlise de RMN misturando esses 20 mg e adicionando 1 ml de na, alanina, tirosina,
tampdo fosfato salino (1,9 mM Na2HP04, 8,1 mM de NaH2PO4, 150 mM de NaCl, e 1 mM de TSP (Sédio |  fenilalanina,glicina,lactato,

3- (trimetilsilil) propionato-D4)) em D20 butirato, propionato , iso-
2. Amostras foram descongeladas e 550 ul de cada filtrado foi transferido para uma D.0. 5 milimetros | butirato, glicina, aspartato,
tubo de RMN sucinato, glicerol, acetato
1. Cada amostra fecal foi transformada em um 10% (w / v) de pasta fecal através da mistura de 5 g de Propionato, iso-butirato,
fezes em 50 mL de meio de crescimento com um Stomacher glutamato, fenilacetato,

colina, sucinato, acetona,
malato, piruvato

Estudo em que
trabalho se foca

Diabetes
mellitus tipol

Cancro colo-
rectal

Esteatose
hepética ndo-
associada ao

alcool

Doenga de
Crohn

Sindrome de
intestino
irritavel
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Anexo 9: Tabela de macronutrientes e micronutrientes obtidos por analise do inquérito

alimentar.

Macronutrientes

Proteinas

Hidratos de carbono

Total de gordura

Gordura Saturada
Gordura monoinsaturada

Gordura polinsaturada

Colesterol

Hidratos de carbono complexos

Acido Pantoténico

Fibra insoluvel
Fibra soldvel
Alanina
Arginina
Aspartato
Cistaina
Glutamato
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina

Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina

Serina
Treonina
Triptofano
Tirosina
Valina

Acido Butirico
Acido Caproico

Acido Caprilico

Macronutrientes

Acido Laurico

Acido Miristico

Acido Palmitico

Acido Estearico

Acido Araquidico
Behenate

Acido Miristoleico
Acido Palmitol

Acido Oleico

Acido Eicosanoico
Acido Erucico

Acido Linoleico

Acido Linolénico

Acido Estearidonico
Acido Araquidénico
Acido Ecosopentandico
Acido docosopentandico
Acido docosohexandico
Acidos gordos Trans
Acidos gordos 6mega 3

Acidos gordos 6mega 6

Micronutrientes Outros

Retinol Calorias

Caratenoides Agua

Tiamina B1 Fibra alimentar

Riboflavina B2 Acgucares

Niacina B3 Alcool

Vitamina B6 Cafeina

Vitamina B12 Agua

Folato Cinza

Vitamina K Quantidade total
alimentos

Cobre

Ferro

Magnésio

Manganésio
Fosforo

Potassio

Selénio

Sédio intrinseco
Sodio intrinseco + adicionado na confecgao
Zinco

Biotina

Boro

Cloro

Crémio

Fluor

lodo

Molibidénio
Calcio

Vitamina A
Equivalentes de
Niacina

Vitamina C
Vitamina D

Vitamina E

de



A influéncia do consumo de fibra dietética no desenvolvimento do carcinoma colo-rectal

Anexo 10: Espectro *H RMN de extracto aquoso de fezes
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A influéncia do consumo de fibra dietética no desenvolvimento do carcinoma colo-rectal

Anexo 11: Inquérito alimentar
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ID

Por favor, antes de iniciar o questionario leia as instru¢gdes da pagina anterior.

Pense durante o ultimo ano quantas vezes por dia, semana ou més, em média, consumiu cada um dos alimentos
referidos. Na coluna referente a quantidade devera assinalar se sua porgao € igual, menor ou maior do que a referida
como porgao média. Para os alimentos consumidos sé em determinadas épocas do ano, anote a frequéncia com que
o alimento é consumido nessa época e assinale com uma cruz (x) na ultima coluna (Sazonal).

®

Unidade de Epidemiologia Nutricional
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Frequéncia alimentar Quantidade s
I. P. LACTEOS Nunca | 1-3 1 2-4 | 56 1 23 | 45 | 6+ Porgéo A sua porgao eé: z
ou<t | por | por | por | por | por  por | por | por Hlfa Menor | Igual | Maior | | ©
més més | sem | sem | sem | dia dia dia dia i
1. Leite gordo 'e) Ol olololo Ol o | o 1 chavena o) o) O |lo
=250 ml
2. Leite meio-gordo (0) (@) O (@) O | O O O (@) 1:;28’?.:? (@) (@) (@) O
3. Leite magro O  0o/lO0|O0| 0|0 |O|0O O] '@ o 00| O
4. logurte O O] O0O|O0O ) O0]O0O O | O | O ||Um=125¢g | O O | O ||0O
5.Queijo (de qualquer tipo 1 fatia
incluindo queijo fresco e (@) O O (@) O |0 (@) 0] O = 30g O @) @) O
requeijao)
6. Sobremesas lacteas: Um ou
pudim, aletria e leite (@) (@) O (@) O | O (@) (@) (@) 1 prato O (@) (@) O
creme , etc sobremesa
7. Gelados © o|0ojo o|O0|O0O |0 O Jrve | 0] OO O
Frequéncia alimentar Quantidade s
Il.OVOS, CARNES E | |Nunca | 13 | 1 | 24 | 56 | 1 |23 |45 |6+ | Porcdo A stia porgio &: :
ou <1 por por por por por por por por edia M | | | Maior n
PEIXES més | més | sem | sem |sem | dia | dia | dia | dia enor lgua a
8.0vos ®) o, oo o] oO0o|]0O0 0]|O0 Um O O o | |O
1 porgao ou
9.Frango ®) O O | O | O] O | O | O | O |2pegas=150g O O o |0
1 porgéo ou
10.Peru, coelho O | O|O0O| 0| 0| 0|0 | 0|0 Lpmig © OO | O
11.Carne vaca, 1 porgéao
porco,cabrito O O O O O O O O o =120g O O O O
12. Figado de vaca, porco, 1 porgéo
fange P o/ oj/ojlo|jo|Oo|lOo |0 |0 M| o o olO
13 Lingua, méo de vaca, 1 porgéo
tripas, chispe, coragao, rim O o O o o O o o o =100g O O o O
14.Fiambre, chourico, 2 fatias ou 3
salpicdo, presunto, etc O O O O O O O O O rodelas =20g o o o O
15. Salsichas O OO0 Ol O0O|O|O|O| 3mdiass | O | O | OO
16. Toucinho, bacon @) (@) (@) (@) (@) (@) (@) O | O | |2fatias=50g | O O O O
17. Peixe gordo: sardinha, 1 porgao
cavala, carapau, salméo, o o O o o O o o o =125¢g O O O O
18. Peixe magro: pescada, 1 porgéo
faneca, dourada, etc O O O o o O o o o =125g O O O O
19.Bacalhau O o/o|o0o/0|O0O|O0O O O ' o o|o O
20.Peixe conserva: atum, 1 lata
sardinhas.etc O o O o o O O OO : O @) o |0
21.Lulas, polvo O/lo/olo|o|Oo|lo oo 'kl o 0 OO
22.Camarao, améijoas, 1 prato
mexilhdo, etc ®) O, o0 0ojJ]O0O| 0 0O0]|O0 sobqeonsesa O O o | |\O
=100g
Frequéncia alimentar Quantidade :
II. Oleos e Nunca | 1-3 1 2-4 5-6 1 2-3 | 45 6 + Po'r(;:.}o A sua porgéo é: 2
Gorduras ou<t | por | por | por | por | por | por | por | por Média "
més més | sem | sem | sem dia dia dia dia Menor| Igual |Maior ]
23. Azeite O O O O O O O O QO | |1 colhersopal O O O O
igj.aoleOSZ glrassol, mllhO, o o o o o o o o o 1 colher sopa o o o D
25. Margarina O O O O O O O O O 1colhercha | QO (@) O O
26. Manteiga O O O O O O O O O 1colhercha| QO O O a
30295
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Frequéncia alimentar Quantidade s
IV_PAO, CEREAIS E Nunca | 1-3 1 2-4 5-6 1 2-3 4-5 6 + Porgéo A sua porgao é: z
SIMILARES ou <1 por por por por por | por por por Média Menor| Igual |Maior n
més més | sem | sem | sem dia dia dia dia i
= Um ou 2
27. P&o branco ou tostas (o) (o) (@) o) (o) (@) o) (o) (o) tostas = 40g O O O O
28. Pao (ou tostas), Umou 2 O
integral,centeio, mistura O O ) o O ) o O O tostas= 50g O O O
29. Broa, broa de avintes (@) (@) (@) (0) (@) (@) (o) (@) (@) 1 fatia = 80g (o) (o) (o) O
30. Flocos cereais (muesli, 1 chavena
corn-flakes, chocapic,etc.) ®) ®) @) O ®) @) O ®) ®) =40g ®) ®) ®) a
31. Arroz O o|lo|o o|O|O O O] %Z¢ o | 0 O O
32. Massas: esparguete, Y prato
lassas ospar O o|O0O|lo|O0|O|O| O O] Zin | O] O] o0]|O
33. Batatas fritas caseiras O O O O O O O O O f%%tg O O O O
1 pacote
34. Batatas fritas de pacote O O O O O O O O O peq3uoen0 O O O O
=5Yg
35. Batatas cozidas 2 batatas
assadas, estufadas e puré o o o o o o o o o ?18 g(l)ags o o o O
Frequéncia alimentar Quantidade .
V.DOCES E Nunca | 1-3 1 2-4 5-6 1 2-3 4-5 6 + Porgao A sua porcéo é: z
= ou <1 por por por por por | por por por Média Menor!| Igual |[Maior n
PASTEIS més més |sem | sem | sem | dia | dia dia dia g i
36. Bolachas tipo maria,
agua e sal ou integrais o O O O O O o o 3 bolachas O O O O
37. Outras bolachas ou
biscoitos O O O O O O O O 3 bolachas O
38. Croissant, pasteis, Um;
bolicao, doughnut ou bolos O O O O O O O O O 1 fatia = 80g O O O =
39.Chocolate (tablete ou 3 quadrados;
P O | O0|O0O|O0 O |O| 0 | O|O | idhesm O O] 0O
40. Snacks de chocolate ]
(Mars, Twix, Kit Kat, etc) O O O O O O O O O m o o o o
41. Marmelada, compota, 1 colher
geleia, mel O O O O O O O O O sobremesa o o o O
1 colher
42. Agucar O O O | O | O|O | O | O O ||sobremesa;| O O O | 0O
1 pacote
Frequéncia alimentar Quantidade 2
VI. HORTALICAS E Nunca | 1-3 1 2-4 5-6 1 23 | 45 6+ Po['géo A sua porgéo é: z
LEGUMES ou<t | por | por | por | por | por | por | por | por Média  [“Menor Igual | Maior ||
més més | sem | sem sem dia dia dia dia
43. Couve branca, couve % chavena
lombarda ®) oj]o|J]o0|l o0 0|0 0O0|O0 =759 ®) o | O |O
44. Penca, Tronchuda ) @) (@) o) o) O '®) [®) e} V2 Ehgg/gna /o) o) o) O
45. Couve galega O O/ 0|0 O|O0|O| 0O O "M o o o O
46. Brocolos o/o/olo/o|O0o|0 0|0 "™ ©0 O o O
47. Couve-flor, 2 chavena
Couve-bruxelas o O o) O O O O ®) O =65¢ ®) O O O
48. Grelos, Nabigas, Y chavena
o s O o/loj|o/O0/O0|O0 O O "™ o 0| 0O
hx Y chavena
49. Feijao verde O O O O O O O O O ~65g O O O O
50. Alface, Agrio O O|O0|O0O  O0/O0|O|O|O | "™ o] 0| OO
51. Cebola O O O O O O O O O | |2média=40g0 O O O O
52. Cenoura ®) O] O | O] O] O| O| O] O |[1media=gog) O O o O
53. Nabo Ol o/ 0|0 o/l 0| 0| 0| Olltmedo=7ss] O | O | O | O
54. Tomate fresco (0) (@) (@) (@) (@) O O O O | [2médio=63g] QO (@) (@) a
55. Pimento O O O O O O O O O | [2médio=68g QO O O O
56. Pepino (@) (@) (@) (@) (@) (@) (@) (@) O | |Yamédio=50g O (@) (@) O
57. Leguminosas: feijao, ] = |
orio 4o bic O | 0O|O0O| O O O[O O Of/tchaenal O| O O |O
58. Ervilha grao, Fava O O O O O O O O O 2 chavena O O O O
30295
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Frequéncia alimentar Quantidade s
VIl. FRUTOS Nunca | 1-3 1 2-4 5-6 1 2-3 4-5 6+ Porgao A sua porgao é: z
ou <1 por | por | por por | por | por por | por Média Menor| Igual |Maior n
més més | sem | sem | sem dia dia dia dia q
59. Maga, péra (@) (@) O (@) O O O (@) (@) umamédia | QO (@) O || O]
60. Laranja, Tangerinas (@) (o) (@) @) O O O (@) (@) 21 msgii:; (@] (@] (@) O
61. Banana O ol o Ol ol o0o|l 00| O| O ||unamedia| O o | o O
62. Kiwi (@) (@) O (@) O O O (@) (@) um médio (@) (@) (o) E
63. Morangos (@) (e) (@) (o) (@) (@) (@) (@) (@) 1 chavena (@) (@) O | O]
64. Cerejas (@) O O (@) (@) O | O O | O 1 chavena (o) (o) O || O]
65. Péssego, Ameixa (o) (o) O (o) (@) O | O O | O ; Qéégif; (@) (@) O E
66. Meldo, Melancia O (0) (o) ) @) O (o) o) /o) 1 fiti?éggdia o) o 0O 0
67. Diospiro O olo|o|l]olo|lo]o]o 1medo | O | O | O ||O
68. Figo fresco, Nésperas, sdi
68. Figo fr O/ o/o|o| 0|[0O|0 0|0 smds O O |O|O
69. Uvas frescas O O O (@) O O O O O 1 cacho médio | QO O O O
70. Frutos conserva 2 metades = |
péssego, ananas o o ) o o ) o o o ou rodelas o o o E
71. Améndoas,_avelés, 14 chavena
nozes, ?mend0|ns, (@) (@) (@) (@) (@) (@) (@) (@) (@) (descascado) (@) (@) O O
pistachio, etc. (I
72. Azeitonas (@) (o) (o) O O O | O O | O 6 unidades | O (@) (@) O
Frequéncia alimentar Quantidade s
VIIl. BEBIDAS E Nunca | 1-3 1 2-4 5-6 1 2-3 4-5 6 + FI:/CIJ[E{?!O A sua porgéo é: g
ou <1 por por por por por | por por por edia ; n
MISCELANEAS més més | sem | sem | sem | dia | dia dia | dia Menor| lgual - Maior i
73. Vinho O]/ 0| 0| O O O O | O| O |ftcopo=t125m O | O | O | O
. 1 f
74. Cerveja O]/ O0/O0| 0 0| O O | O Ogusem © | © O O
75. Bebidas brancas: 1 calice
whisky, aguardente, (@) O | O 0] O O O (OXNIN®) =40 ml O O o o
brané:iy, etc : ; o
76. Coca-cola, pepsi-cola 1 f
ou outras colas o o O o o ) o o o 1 %?;TS%(?L:N o o o E
~ 1 garrafa ou
77. loe-tea © 0/0|O0 0|0 O 0|0 \gamen o | 0 OO
78.0utros refrigerantes, 1 garrafa ou
sumos de fruta ou néctares (@) O O (@) (@) O O O 0 1 copo O O (@) O
embalados =250 ml L
79.Café (incluindo pingo, .
meia de leite e outras O O O (@) (@) O O O 0 1 cha]:/fena O O (@) O
bebidas com café) cate |
80. Cha preto e verde (@) (0) O (@) (@) O O O (@) 1chavena | O (@) o ||O]
81.C tes, rissois, ;
i | © ©l0lo0l0l0l0 0 0 amms o o o O
. colher
zj ma::nedse © 0/0/0 0[O0 0 0|0 gy O O O O
. Molho de tomate, colher
oo o o/lojlo ojolo|o o | '&¥ o o o O
. Meia
84. Pizza O 0|/0| 0| 0|0 0|0 O |mmm ©| O 0|0
85. Hamburguer O O O O O O | O O O Um médio (@) (@) O ||0O]
86. Sopa de legumes (@) @) (@) (@) ®) | O o 0 1 prato O O O O]

Existe algum alimento ou bebida que eu ndo tenha mencionado e que tenha consumido pelo menos 1 vez por semana mesmo em pequenas
quantidades, ou numa época em particular. Por ex: frutos tropicais, sumos de fruta natural, bebidas espirituosas, café de mistura, alheiras,
farinheiras, frutos secos (figo, ameixa, damasco), produtos dietéticos, rebugados, etc.

Frequéncia alimentar Quantidade
Outros Alimentos Nunca 1-3 1 2-4 5-6 1 2-3 4-5 6 + ) o
ou <1 por | por | por | por | por | por | por | por Porgao Média
més més | sem | sem sem dia dia dia dia
O O] O O O]l OO0 | O O
O O] O O O]l OO0 | O O
@) O | O @) OoO| O O @) @)

—®SONDO®

oloo
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A influéncia do consumo de fibra dietética no desenvolvimento do carcinoma colo-rectal
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