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RESUMO

Introducdo: Acidos graxos poli-insaturados 6mega 3 (AGPI n-3) tém sido utilizados
como coadjuvantes no tratamento do cancer. Objetivo: Investigar o efeito da
suplementacao com 4g/dia de pacientes com cancer de mama por 14 dias antes da
cirurgia com um 6leo de peixe com concentragao elevada de acido eicosapentaendico
(EPA) chamado Hi-n3. Para tanto foram analisados fungéao linfocitaria e parametros
metabdlicos. Material e métodos: Ensaio clinico controlado com pacientes do sexo
feminino (18-80 anos de idade), com cancer de mama e em tratamento no Hospital
Erasto Gaertner em Curitiba-PR, foram divididas em dois grupos, nao suplementadas
(GC) e suplementadas com Hi-n3 (Hi-n3) por 14 dias previamente ao procedimento
cirurgico. Os experimentos foram conduzidos no tempo 0, antes da introdugéo da
suplementacao (T0) e 15 ao final do periodo de suplementacédo e antes da cirurgia
(T15). Nos dois momentos foram coletadas amostras de sangue para determinagéo
dos parametros hematologicos e para o isolamento de linfocitos. O plasma foi usado
para mensurar parametros bioquimicos e outros parametros associados a caquexia
relacionada ao cancer. E os linfocitos foram cultivados para determinagdo da
proliferacéo e isotipados. Resultados: No GC os AGPI permaneceram inalterados, ja
no Hi-n3 houve alteragbes significativas (p<0,05 TO vs. T15), aumento do EPA e
reducao do 4cido aracddnico. No GC T15 o numero de eritrécitos, concentragéo de
hemoglobina, % de hematécrito, leucécitos e neutréfilos foram superiores comparados
com o TO (p<0.05). A suplementacdo com Hi-n3 n&o alterou esses parametros
comparados com o TO (p>0.05 Hi-n3 TO vs. T15). Em relacdo aos paréametros
bioquimicos referentes a caquexia, a suplementagédo com Hi-n3 ocasionou redugéo
significativa na concentracdo de lactato, triacilgliceréis (TAG) e proteina C reativa
(PCR) (p<0.05 Hi-n3 T10 vs. T15). Os linfécitos provenientes das pacientes
suplementadas com Hi-n3 apresentaram maior sensibilidade a presenga de agente
mitégeno em todos os tempos de cultivo analisados (24, 48 e 72h). Houve também
aumento nos valores absolutos nas populagbes de CD4* e CD8* do grupo Hi-n3 em
relacdo ao GC (p<0,01 GC vs. Hi-n3 T15). Concluséo: A suplementacao com Hi-n3 na
dose de 4 g/dia por 14 dias provocou redugéo na concentragéo de lactato, TAG, PCR,
aumento da proliferacéo linfocitaria e das populagées de CD4* e CD8* de linfocitos
circulantes no sangue.

Palavras chave: Neoplasias da Mama; Sistema Imunologico; Caquexia; Acidos
Graxos Omega-3.



ABSTRACT

Introduction: Polyunsaturated fatty acids n-3 has been used as a coadjuvant source
for cancer treatment. Objective. To investigate the effect of a different fish oil
supplementation, rich in eicosapentaenoic acid (EPA) named Hi-n3, in breast cancer
patients for 14 days before surgery on lymphocyte function and metabolic parameters.
Material & Methods: Female patients (18-80 years old) from Hospital Erasto Gaertner,
Curitiba, PR bearing breast cancer were split into two groups non-supplemented (GC)
and supplemented with fish oil Hi-n3 (Hi-n3) during 14 days, before surgery procedure.
Experiments were conducted at time 0, before the introduction of supplementation (TO0)
and 15 (T15) at the end of the supplementation period and before surgery. Blood
samples were collected at both times to determine hematological parameters and to
isolate lymphocytes. Plasma was used to measure biochemical parameters and others
associated with cancer-related cachexia. Lymphocytes were cultured and isotyped.
Results: In GC, PUFA remained unchanged; in Hi-n3 there were significant alterations
(p<0.05 TO vs. T15), increase of EPA and reduction of arachidonic acid. In the T15 GC
the number of erythrocytes, hemoglobin concentration, % hematocrit, leukocytes and
neutrophils were higher compared to TO (p <0.05). Hi-n3 supplementation did not alter
these parameters compared to TO (p> 0.05 Hi-n3 TO vs. T15). In relation to the
biochemical parameters related to cachexia, supplementation with Hi-n3 caused
significant reduction in the concentration of lactate, triacylglycerols (TAG) and C-
reactive protein (CRP) (p<0.05 Hi-n3 T10 vs. T15). Lymphocytes from patients of Hi-
n3 group showed greater sensitivity to the presence of mitogen in all culture times
analyzed (24, 48 and 72h). There was also an increase in absolute values in the CD4*
and CD8" populations of Hi-n3 in relation to GC (p<0.01 GC vs. Hi-n3 T15).
Conclusion: Supplementation with Hi-n3 at a dose of 4 g/day for 14 days resulted in a
reduction in lactate concentration, TAG, CRP, increased lymphocyte proliferation, and
circulating CD4* and CD8* T-lymphocyte populations in blood.

Key words: Breast Neoplasms; Immune System; Cachexia; Fatty Acids, Omega-3.
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1. INTRODUGAO

O cancer, em geral, é caracterizado por inumeras altera¢cdes genémicas e/ou
epigendmicas que se acumulam nas células e, por alteragbes que podem modificar o
estroma celular e criar microambiente favoravel a proliferacao celular (CHIN; GRAY,
2008; CURTIS et al., 2012; NIK-ZAINAL et al., 2012; STEPHENS et al., 2012).

O céncer de mama é o mais comum entre as mulheres sendo considerado o
segundo tipo mais frequente no mundo, respondendo por 25,2% dos casos novos a
cada ano (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2016). A Organizagédo Mundial da
Saude estima que, por ano, ocorram mais de 1.050.000 casos novos de cancer de
mama em todo o mundo (CAVALCANTI et al., 2012). Para o ano de 2016, o INCA
estimou o surgimento de 57.960 casos novos de cancer de mama, equivalente a um
aumento de 28,1% (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2016), e espera-se 83.035
casos em 2020 (GLOBOCAN 2012 - IARC, 2016).

Ao que tudo indica, o cancer de mama é o resultado da interacao de fatores
genéticos com estilo de vida, habitos reprodutivos e o meio ambiente (JOHNSON-
THOMPSON; GUTHRIE, 2000; NIK-ZAINAL et al., 2012). Evidéncias apontam que
90%-95% dos canceres de mama séao esporadicos (nao-familiares) (NASCIMENTO;
SILVA; MACHADO, 2009) e decorram de muta¢des somaticas que se verificam
durante a vida (KOUMOUTSAKOS; PIVKIN; MILDE, 2012), e que 5%-10% sejam
hereditarios (familiares) devido a heranga de mutacao germinativa ao nascimento, que
confere a estas mulheres suscetibilidade ao cancer de mama (NIK-ZAINAL et al.,
2012).

A idade é o principal fator de risco com taxas de incidéncia que aumentam
rapidamente apés os 50 anos (CAVALHEIRO et al., 2012; DAVIES, 2011) e,
posteriormente, ocorre esse aumento de forma mais lenta (INSTITUTO NACIONAL
DO CANCER, 2014). Entretanto, existem outros fatores de risco que ja estdo bem
estabelecidos, como por exemplo aqueles relacionados a vida reprodutiva da mulher
(menarca precoce) (MATOS; PELLOSO; CARVALHO, 2010), nuliparidade
(GHIASVAND et al., 2012), idade da primeira gestacdo a termo acima dos 30 anos
(DAVIES, 2011), uso de anticoncepcionais orais, menopausa tardia e terapia de
reposicao hormonal, histéria familiar de cancer da mama e alta densidade do tecido

mamario (razéo entre o tecido glandular e o tecido adiposo da mama) (INSTITUTO
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NACIONAL DO CANCER, 2014), e obesidade (GHIASVAND et al., 2012; LLAVERIAS
etal., 2011). Além desses, a exposi¢cao a radiacao ionizante, mesmo em baixas doses,
particularmente durante a puberdade (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2014),
bem como tipo de dieta (LLAVERIAS et al.,, 2011), consumo de alcool (HARRIS;
BERGKVIST; WOLK, 2012; MENEZES et al., 2015), tabagismo (MOURA et al., 2014),
inatividade fisica (DAVIES, 2011) e diabetes mellitus tipo Il (BOYLE et al., 2012;
ZHANG et al., 2012b) também s&o considerados fatores de risco.

O principal e mais comum sinal € a preseng¢a de massa indolor e dura na mama,
outros sinais e sintomas encontrados s&o: irritacdo ou ondulagdo da pele, dor nas
mamas ou mamilos, hiperemia, escamacao ou espessamento da pele do mamilo ou
mama, secregdo mamilar, e linfonodomegalia (ACS - AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2017a). O exame inicial para detec¢cao precoce do cancer de mama € a
mamografia (CANDELARIA et al., 2017). As modalidades adjuntas mais comuns s&o
a ultrassonografia (CANDELARIA et al., 2017; HUANG; LUO; ZHANG, 2017) e
ressonancia nuclear magnética (CANDELARIA et al.,, 2017; ZHANG; SUN;
MESUROLLE, 2017). A bidépsia faz-se necessaria para viabilizagdo de exames
anatomopatologico e imunoistoquimica para definicdo do diagnéstico (CANDELARIA
et al., 2017).

O céancer de mama representa um grupo heterogéneo de tumores, cujo
comportamento e resposta a terapia sdo determinados pelas caracteristicas biolégicas
subjacentes (RAKHA; GREEN, 2016). Os canceres de mama possuem varias
classificagdes (GOBBI, 2012), as mais comuns sao de acordo com a sua topografia,
ductal, localizado no ducto mamario, e lobular, no I6bulo da mama (GOBBI, 2012).
Quanto a sua fase, in situ, células neoplasicas estdo localizadas apenas no tecido
originario, e invasor, quando ja atingiu outros tecidos. Se s&do hormdnio-dependentes,
apresentam superexpressao ou expressao basal de receptores, ou triplo negativo, isto
€, ndo possuem receptores de estrogénio ou de progesterona e tém quantidades
normais de HER2 (RAKHA; GREEN, 2016).

O estadiamento do tumor é feito de acordo com a Classificagdo TNM (T: tumor, N:
N: linfonodo, M: metastase). O tamanho do tumor deve ser dado pelo maior didametro
do componente invasivo, com a medida macroscépica confirmada pela medida
microscépica, enquanto o status linfonodal avalia a presenca ou auséncia de
metastase regional ou peri-tumoral e, por fim, a presenga ou ndo de metastase a



distancia (DAVIES, 2011). O estadiamento clinico, e a presenga de receptores de
estrogénio séo fatores prognosticos e servem de parametro para a estimativa de
sobrevida dos pacientes (VAZQUEZ et al., 2016), classificacbes de estadiamento
clinico versus TNM e receptores vide

15
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APENDICE 1.

O tratamento do cancer de mama pode ser curativo ou paliativo e realizado por
diversas estratégias terapéuticas como a cirurgia, radioterapia (tratamentos locais),
hormonioterapia, e quimioterapia (tratamentos sistémicos). Estes ultimos podem ser
tratamentos exclusivos, neoadjuvantes (antes da cirurgia) ou adjuvantes (depois da
cirurgia) (DAVIES, 2011; SAMPAIO et al., 2012; ZHANG et al., 2010).

A terapia hormonal sé € eleita para tratamentos de cancer de mama com
células que apresentam positividade para receptores de estrogénio e/ou
progesterona, ou seja, tumores hormdnio-dependentes. O mecanismo de ag¢ao dos
agentes hormonais € por reducao da concentracao destes horménios no organismo
ou, bloqueio ou reducéo de receptores destes hormdnios das células, ocasionando a
diminuigc&o do crescimento tumoral, ou risco de recidiva (ACS - AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2017b).

A quimioterapia € utilizada de forma neodjuvante quando ha comprometimento
linfonodal, quando o tumor é agressivo, ou muito extenso, ou para favorecer cirurgias
conservadoras (ACS - AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017c; CANDELARIA et al.,
2017). O tratamento adjuvante tem como objetivos, a diminuicdo da chance de
recidiva, em decorréncia de possiveis micrometastases ocultas e aumentar a
sobrevida dos pacientes (ACS - AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017c; FERRARO
et al., 2013; GLICKMAN; SAWYERS, 2012; HIRSCH; ILIOPOULOS; STRUHL, 2013).
A quimioterapia como tratamento exclusivo € usada em tumores irressecaveis e tem
o objetivo de melhorar a sobrevida do paciente (ACS - AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2017c).

A radioterapia no tratamento do cancer de mama pode ser exclusiva ou
adjuvante, associada ou ndo ao tratamento quimioterapico (DEANTONIO et al., 2010;
PINNARO et al., 2010). Seu efeito & local e sempre é indicada apds cirurgias
conservadoras (DARBY et al.,, 2011; SHAH et al., 2016), p6s mastectomias de
tumores aderidos na parede toracica, ou tumores com pouca margem de seguranga
e em cadeias de drenagem quando ha comprometimento linfonodal. Para neoplasias
malignas de mama sua aplicacao é feita de duas formas: externa, em todo o volume
mamario e com refor¢o (Boost) no leito tumoral; ou intra-operatorio (HICKEY et al.,
2016).
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A cirurgia é o processo mais utilizado (MAJEWSKI et al., 2012; SAMPAIO et
al., 2012), com objetivo curativo (ACS - AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017d;
BENSON; DUMITRU; MALATA, 2016; CATANUTO; ROCCO; NAVA, 2016;
HOUVENAEGHEL et al.,, 2016; MANNING; SACCHINI, 2016) ou paliativo (ACS -
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017d). As cirurgias podem ser conservadoras,
como a lumpectomia (retirada do tumor com margem de seguranca)
(HOUVENAEGHEL et al.,, 2016), quadrantectomia (ressec¢ao de um quadrante
mamario) (BOFF et al., 2015), ou radicais, as mastectomias (CATANUTO; ROCCO;
NAVA, 2016). As mastectomias podem ser subdivididas em simples (retirada da
glandula mamaria), radical modificada (retirada da glandula mamaria, linfonodos
axilares ou biépsia de linfonodo sentinela), tipo Patey quando ha retirada do musculo
peitoral menor, e tipo Madden quando ha preservagdo dos musculos peitorais, e a
radical classica tipo Halsted (retirada da glandula mamaria, linfonodos axilares e
musculos peitoral maior e menor) (BOFF et al., 2015).

Os tratamentos associados variam de acordo com sua recomendacao baseada
no risco de recorréncia. Contudo, nos casos de tumores irressecaveis, o tratamento é
paliativo, basicamente realizado com quimioterapia associado ou ndo a radioterapia
(BRUCE et al., 2012).

Com base nas complica¢gdes advindas do cancer em si e de seus tratamentos,
pesquisas estdo sendo feitas objetivando formas de prevenir o aparecimento da
doencga, ou minimizar essas complica¢des, focando melhorar a qualidade de vida dos
pacientes. Neste ensejo, varias pesquisas tém investigado os efeitos da dieta sobre o
risco de desenvolver cancer de mama (COMBA et al., 2010; EGEBERG et al., 2008;
HARDMAN et al., 2011; KIM et al., 2009; NIK-ZAINAL et al., 2012; SUZUKI et al.,
2008; THIEBAUT et al., 2009), e os pesquisadores enfatizam a importancia de se
investigar esta questao mais a fundo.

Estudos prévios mostraram que a ingestdo de peixes traz beneficios aos
pacientes com cancer (GERBER, 2012; GLEISSMAN; JOHNSEN; KOGNER, 2010;
PATTERSON et al., 2011; ZHANG et al., 2012a). Porém, devido a mudangas nos
habitos alimentares da vida moderna e as caracteristicas do mundo ocidental a
ingestéo de peixes foi reduzida. Para suprir a deficiéncia de nutrientes encontrados
nestes alimentos, suplementos alimentares como 6leo de peixe (OP), vém tornando-

se cada vez mais populares.
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O OP tem se consolidado como uma das principais fontes de acido graxo poli-
insaturado (AGPI). Os acidos graxos (AG) sédo cadeias de atomos de carbono, ligados
a atomos de hidrogénio podendo ter varios tamanhos. Recebem classificagao de a
acordo com a quantidade de carbonos que apresenta, cadeia curta (com dois a quatro
atomos), de cadeia média (com seis a dez atomos) e cadeia longa (acima de doze
atomos) (CURI; POMPEIA; MIYASAKA; ARAUJO, 2002).

Ao longo da cadeia podemos encontrar dois tipos de ligagdes quimicas, em
diversas posi¢des, originando assim as diferentes familias de acidos graxos que séo
encontradas na natureza. Sao classificados como saturados ou insaturados, dependendo
da auséncia ou presenca de duplas ligagcées carbono-carbono. Quando os atomos de
carbono estédo ligados aos atomos de hidrogénio (exceto os dois ultimos na cadeia),
denominam-se saturados. Quando dois atomos de carbono adjacentes na cadeia estédo
ligados a apenas uma molécula de hidrogénio, uma dupla ligacédo ocorre entre os pares
de carbono este tipo de acido graxo € chamado de insaturado. Assim, acidos graxos com
apenas uma dupla ligagdo na cadeia carbdnica sdo denominados monoinsaturadas e
aqueles com duas duplas ligagdes ou mais sdo denominados AGPI (CALDER, 1998).

Ha duas importantes familias de AGPI: a familia 6mega—6 (w—6 ou n—6), que
recebeu esta nomenclatura por conter sua primeira dupla ligacéo entre o sexto e
sétimo atomo de carbono a partir do terminal metila do atomo de carbono, esta familia
é derivada do AG essencial linoléico, chamado de essencial devido os mamiferos ndo
serem capazes de sintetiza-los, consequentemente, necessitam ser fornecidos pela
dieta, o acido liniléico € convertido em acido araquidénico (AA); e a familia 6mega-3
(w-3 ou n-3), tem sua primeira dupla ligagdo entre o terceiro e quarto atomo de
carbono a partir do terminal metila do atomo de carbono, derivada do AG essencial a-
linolénico que €& convertido em &cido eicosapentaendico (EPA) e em &acido
docosahexaendico (DHA) (BOUGNOUX et al., 2009; INNIS, 2003, 2007,
LEHNINGER, A. L.; NELSON, D. L. COX, 2014; VAUGHAN; HASSING;
LEWANDOWSKI, 2013).

Dentre os beneficios da ingestdo do n-3 ressalta-se a redugdo no risco de
desenvolvimento de cancer em mulheres, sejam tumores ginecoldgicos (AREM et al.,
2013; DJURIC et al., 2013; GERBER, 2012; MANDAL et al., 2012; SCZANIECKA et
al., 2013) e/ou de mama (STEHR; HELLER, 2006). Entretanto, quando a doenca ja
esta instalada, evidéncias apontam: redug¢édo do volume tumoral (BELO et al., 2010;

PATTERSON et al.,, 2011), devido alteragdes nas propriedades das células



19

neoplasicas como proliferagdo, invasdo, metastase, apoptose e ativacdo das células
de defesa do organismo (BERQUIN; EDWARDS; CHEN, 2008; CALDER, 2013);
reducdo da caquexia secundaria ao tumor quimicamente induzido (BONATTO et al.,
2004; MUND et al., 2007; PINTO et al., 2004; PIZATO et al., 2005); potencializagéo
da quimioterapia em pacientes com cancer metastatico (BOUGNOUX et al., 2009);
além de reducéo da recidiva local (BOUGNOUX et al., 2010).

No caso do cancer de mama ja houve descricdo no meio cientifico de que o n-
3 inibe o crescimento tumoral e melhora o resultado no tratamento. Sua acdo
antitumoral baseia-se na alteracdo da composicéo lipidica da membrana plasmatica,
remodelando sua arquitetura (CORSETTO et al., 2011; THIEBAUT et al., 2009) e
consequentemente afetando o desenvolvimento fisico e as propriedades quimicas de
ligacdes lipidicas, devido mudancas na barreira fosfolipidica (MANDAL et al., 2012;
SIGNORI et al., 2011).

Além de agir sobre as células neoplasicas, a suplementacdo com AGPI n-3
também tem efeito sobre o sistema imunitario, atuando sobre a fagocitose, produgéo
de espécies reativas de oxigénio, migragcao leucocitaria, proliferagdo e controle da
producao de citocinas, e moléculas de adesao. O mecanismo de agédo deste AGPI é
baseado nas alteragbes da fluidez de membranas, das vias de transducao de sinal,
da transcricdo génica, da modificagcdo protéica, do metabolismo celular, da
despolarizagéo mitocondrial e da liberagéo de calcio (RODACKI et al., 2012).

AGPI n-3 vém sendo utilizados como recurso coadjuvante nutracéutico no
tratamento de canceres. Suplementagdo com OP por pelo menos 30 dias com duas
capsulas de OP por dia, tem sido benéfica, contudo as doses e os mecanismos
moleculares para que ocorram estes eventos celulares ainda n&o estao totalmente
definidos (BERQUIN; EDWARDS; CHEN, 2008; MANDAL et al., 2012; THIEBAUT et
al., 2009).

Levando em consideragdo a urgéncia para o inicio do tratamento oncolégico,
pois 0os pacientes, em grande parte das vezes, ndo podem esperar 30 dias ou mais
para ter os efeitos bioldgicos da suplementacao com OP, principalmente aqueles que
serao submetidos ao tratamento cirurgico, levantou-se o questionamento de que se o
OP enriquecido com EPA (Hiomega 3 — Hi-n3), cuja concentracao de EPA tem o dobro
da usual, poderia propiciar os mesmos efeitos daqueles provocados quando se utiliza
OP por 30 dias.



20



21

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da suplementacgéo por 14 dias com Hi-n3, previamente a
cirurgia, sobre parametros sanguineos (bioquimicos e celulares) de pacientes recém
diagnosticadas com cancer de mama.

A escolha deste tempo de suplementacéao foi por ser o tempo médio de pré-

operatério no servigo onde foi realizada a pesquisa.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar pré e pos suplementacéo:

e Parametros lipidicos e hematologicos (bioquimicos e celulares);
e Perfil dos AGPI nos eritrocitos;
e Proliferagéao linfocitaria em cultura;

e Populagéo dos linfécitos CD4* e CD8%;

E posteriormente comparar esses dados do grupo controle com o grupo

suplementado.
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3. MATERIAL E METODOS

Este ensaio clinico controlado foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital Erasto Gaertner (HEG) sob o numero de registro CAAE:
28099014.7.0000.0098 (ANEXO 1).

A selecdo dos individuos foi realizada no Ambulatério de Ginecologia e
Mastologia do HEG. As coletas de amostras sanguineas foram realizadas na mesma

instituic&o.

3.1. SELECAO DE INDIVIDUOS

A selecao da amostra foi feita no periodo de margo a outubro de 2016, e a
distribuicdo os individuos nos grupos: grupo controle (GC) e suplementado com OP
(Hi-n3) foi feita de forma alternada, conforme eram atendidas no ambulatério. Foram
incluidas mulheres de 18 a 80 anos de idade, que possuiam diagnostico de neoplasia
maligna de mama. Foram excluidas do estudo mulheres que ja tinham feito
suplementacdo com OP; que tinham alimentacdo baseada em alimentos que
possuiam n-3 em grande concentragdo (consumo diario de peixes, algas marinhas,
crustaceos, brécolis, espinafre, azeite de oliva, nozes, rucula, folha de mostarda, 6leo
de figado de bacalhau, semente de chia, éleo ou semente de linhaga); que por
quaisquer motivos ndo realizaram a suplementagdo proposta pelo estudo, esta
suplementac¢ao era monitorada semanalmente, pois as pacientes recebiam a quantia
exata de capsulas para 7 dias, depois deveriam voltar para pegar as capsulas para a

préxima semana.

3.2. AVALIACAO INICIAL — QUESTIONARIO DIRIGIDO

Apoés aceite e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE 2), a primeira avaliacdo, determinada como Tempo Zero (T0), foi
realizada no dia seguinte a consulta na qual receberam a informacédo que seriam

submetidas ao procedimento cirurgico. Neste momento as pacientes do grupo Hi-n3
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foram orientadas a iniciar a suplementagdo no mesmo dia da avaliagéo e a interrupgéo
da suplementacao ao final do 14° dia. As pacientes do GC foram orientadas a manter
sua alimentacdo como de costume.

A avaliacdo foi realizada sempre pelo mesmo pesquisador iniciando com a
aplicagdo de uma ficha de coleta de dados (APENDICE 3). Esses dados consistiram
em: idade, caracterizacdo biométrica, habitos alimentares para identificacdo do
consumo de alimentos ricos em n-3, pois dietas prévias ricas em n-3 poderiam
interferir na quantidade de n-3 de ambos os grupos, e ainda, caracteristicas

neoplasicas e tratamentos realizados.

3.3. AVALIAGAO SANGUINEA LABORATORIAL

As pacientes foram submetidas a duas coletas de sangue (TO e Tempo Quinze
— T15 — ap6s os 14 dias) para analise do hemograma completo, contagem de
plaquetas, glicemia, lactatemia, triacilgliceréis (TAG), perfil lipidico (lipoproteina de
baixa densidade — LDL, lipoproteina de alta densidade — HDL, colesterol total — CO)
(realizados no HEG); e quantificacdo de DHA e EPA, e proliferacéo linfocitaria
(realizados no Laboratério de Metabolismo Celular da Universidade Federal do Parana
— UFPR; e isotipagem das populac¢des de CD4* e CD8" (realizada em parceria com a
Pontificia Universidade Catdlica do Parana — PUCPR). O sangue foi coletado por
profissional treinado, durante o exame de rotina do proprio servico de Mastologia e
Ginecologia do HEG como parte do protocolo pré-operatorio.

O sangue de cada paciente nos tempos TO e T15 foi coletado e armazenado
em 2 vacutainers nao siliconizados (BD Minas Gerais, Brasil) de 4 mL com o
anticoagulante KsEDTA e mantido a temperatura ambiente até o processamento (no
mesmo dia da coleta). Adotados todos os procedimentos assépticos dentro do fluxo
laminar, 2 mL de sangue foram aliquotados e centrifugados a 2.325 xg, a temperatura
de 21 °C, durante 10 min. Apds separadas as camadas (plasma — sobrenadante /
células sanguineas — infranadante), foram feitas aliquotas de amostras de eritrocitos
e plasma. O restante foi homogeneizado e adicionado aos outros 4 mL do segundo
vacutainer para nova centrifugacdo, para isolamentos dos linfécitos, analise de

proliferacdo linfocintara e isotipagem.
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3.3.1. Proliferagao de linfécitos

3.3.1.1. Obtencao de linfécitos

Os 6 mL de sangue foram adicionados a um tubo de 15 mL contendo 3 mL de
Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich®) e levado para centrifugacdo a 400 xg, a
temperatura de 21 °C, por um periodo de 30 min. Os componentes sanguineos foram
separados, sendo a camada superior composta por plasma (descartada), em seguida
por nuvem com as células mononucleares (predominantemente linfécitos — por
convengao, ao longo deste trabalho sera chamado somente de linfocitos), a
subsequente por Histopaque 1077 e a inferior por eritrécitos. A camada superior foi

desprezada e a nuvem linfocitaria foi coletada e transferida para outro tubo de 15 mL.

Plasma

Nuvem Células mononucleares

Histopaque

Eritrocitos

Figura 1: Separagdo dos componentes sanguineos
Fonte: Dados da pesquisa

3.3.1.2. Contagem das células linfocitarias

Para a contagem das células linfocitarias foi descartado o plasma da parte
superior do tubo e recolhida a nuvem com linfécitos. A nuvem foram adicionados 10
mL da solugédo tampao fosfato salina pH 7,4 (PBS). Ap6s a homogeneizacéo, foi

realizada centrifugagdo a 1.453 xg, a temperatura ambiente, por 5 min. O
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sobrenadante foi desprezado e o pellet de células foi ressuspendido em 10 mL de PBS
novamente. Quando o pellet apresentava muitos eritrécitos, foi utilizada solugéo
hemolitica (2,06 g de trishidroximetilaminometano, 7,702 g de cloreto de amobnio e
quantidade suficiente para 1 L de agua miliQ) 10 mL, durante 15 min, a 37 °C, e
posteriormente as células foram novamente lavadas com PBS. A contagem de células
foi feita em camara de Neubauer e a viabilidade determinada pela coloragédo azul de
Tripan (0,2% em PBS).

Figura 2: Apresentacéo do pellet de linfocitos da nuvem contaminado com eritrécitos (seta)
Fonte: Dados da pesquisa

3.3.1.3. Cultivo dos linfocitos

Os linfécitos foram cultivados em placas com fundo chato e transparente de 96
pocos. Cada poco foi preenchido com 160 pL de solugéo de células contendo 5x10%
células/pogo ressuspensas em meio de cultura RPMI-1640 enriquecido com 10% de
soro fetal bovino, contendo antibiéticos (1:100) (penicilina 10.000 U e estreptomicina
10 mg/L), estimuladas ou n&do com 20 uL/po¢o do mitégeno Concanavalina A (Con A)
(Sigma-Aldrich®) [0,05 ug/mL] e 20 pL/poco (10%v/v) do detector de atividade

metabdlica AlamarBlue® (Biosourse®).



26

Figura 3: Plagueamento para cultivo de linfocitos
Fonte: Dados da pesquisa

3.3.1.4. Determinacéo da proliferagao linfocitaria absoluta

O sistema incorpora um indicador de oxidagdo-redugdo AlamarBlue®
(Biosourse®), que muda a cor do meio de cultivo em resposta a redugdo quimica
provocada pelas células, como resultado do crescimento celular, passando da cor azul
para a cor avermelhada. A determinacdo das absorbancias nos comprimentos de
onda 570 nm e 600 nm foram realizadas no leitor multifuncional de microplaca Infinite

200® (Tecan®), nos momentos 0 h, 24 h, 48 h e 72 h ap6s o plaqueamento.

Figura 4: Mudancas na coloragdo para avermelhado do reagente AlamarBlue® (Biosourse®)
Fonte: Dados da pesquisa
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Descontado o valor da absorbancia do meio de cultura das médias dos pogos
estimulados e néo estimulados com Con A, foi possivel determinar a proliferacéo
absoluta e o indice de proliferacdo dos linfocitos. A absorbancia absoluta foi obtida
pela subtracdo da absorbancia do comprimento de onda de 600 nm do comprimento
de onda de 570 nm.

3.3.2. Analise de marcadores de superficie

3.3.2.1. Preservacgao dos linfécitos para subtipagem

O restante da solugdo com células foi centrifugada a 2.325 g, a temperatura
ambiente, durante 1 min. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas com muito cuidado em 300 pL de PBS (4 °C) para garantir a completa
homogeneizacao e desfazer completamente os grumos. Esta etapa é essencial para
0 sucesso da préxima fase que sera realizada por citometria de fluxo. A esta solugéo
foi acrescentado, gota a gota, 700 pL de etanol absoluto, previamente resfriado a -20
°C. As células preservadas em etanol 70%), foram mantidas em freezer a -20 °C até o

momento da analise dos marcadores da populagéo de CD4* e CD8".

3.3.2.2. Determinagédo quantitativa dos linfécitos T CD4* e CD8*

Para a determinacéo da presenca dos marcadores de superficie para linfécitos
T auxiliar (CD4*) e linfocitos T citotoxicos (CD8"), os linfocitos foram lavados duas
vezes em PBS e ressuspensos em 1 mL de tampéao de ligagéo (PBS com SFB 5%),
incubados com 20 pyL de anticorpos monoclonais contra CD4* marcado com PE
(detector FL3; emisséo 495 + 30 nm, excitacdo maxima de 525 nm) e 20 pL de
anticorpos contra CD8* marcado com FITC (detector FL1; emissdo 530 + 30 nm,
excitagcdo maxima de 493 nm) ambos da BD Pharmingem® por 90 min, protegidos da
luz, a temperatura ambiente. Os anticorpos nao ligados foram removidos pela lavagem
com tampao PBS e as células foram resuspendidas em 1 mL de PBS. A leitura foi
realizada por citometria de fluxo FACSCalibur® (BD Pharmingem®) (PUC/PR) e as

andlises dos resultados foram feitas no FlowJo® LLC.
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3.3.3. Analise do perfil lipidico por cromatografia liquida de alta performance -
HPLC

A ingestao das capsulas, a absor¢do dos AG e a incorporagédo de Hi-n3 nos
eritrécitos foram confirmadas pela determinagcdo das concentracbes de EPA e DHA
em relacao ao total de acidos graxos nos eritrécitos, através da HPLC (Varian, Palo
Alto, CA, EUA), utilizando a mesma amostra sanguinea coletada e aliquotada como
descrito.

A analise do perfil de AG consistiu em 4 etapas:

3.3.3.1. Extragao lipidica

A amostra de eritrécitos previamente congelada em -80 °C foi descongelada
em recipiente com gelo triturado. Aliquota de 100 uL foi colocada em tubo de ensaio
de vidro e a ele foi adicionado 1,33 mL cloroférmio/metanol (2:1), o tubo foi agitado
em vortex. Adicionou-se 0,240 mL de metanol e novamente o tubo foi agitado em
vortex. Desta forma, foi possivel preservar os lipidios numa fase orgéanica e precipitar
as proteinas numa fase metandlica. A solugao foi centrifugada a 5.000 xg, por 10 min,
a temperatura ambiente. A fase superior foi transferida para outro tubo, adicionando
0,480 mL de cloroférmio, 0,410 mL de &gua ficando uma relagcdo de
sobrenadante/infranadante de 40/60, posteriormente foi agitado em voértex. Foi
aguardado o tempo para reconstituicao espontanea do sistema bifasico e descartado
o sobrenadante. A solucgéo inferior foi lavada por 3 vezes com a solugao de Folch e
todas as vezes foi descartada a fase hidrometandlica. A fase organica foi submetida
a evaporacdo em fluxo de nitrogénio gasoso em banho-maria a 37 °C, por
aproximadamente 20 min (FOLCH; LEES; STANLEY, 1957).
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3.3.3.2. Saponificagdo dos extratos lipidicos

Os extratos lipidicos obtidos, bem como aliquotas de Hi-n3 e eritrécitos, foram
resuspendidas em 0,1 mL de metanol e saponificados com 2,0 mL de uma solugéo
alcalina em metanol (hidréxido de sédio 1M em metanol a 90%), a 37 °C por 2 h, em
banho-maria com agitagdo (BEYER e JENSEN, 1989; HAMILTON et al., 1992;
NISHIYAMA-NARUKE et al., 1998). A solugdo alcalina foi acidificada até
aproximadamente pH 3,0, com acido cloridrico 1M. Os &cidos graxos em solugao
foram extraidos 3 vezes com 2,0 mL de hexano. O solvente foi evaporado em
nitrogénio gasoso e as amostras guardadas protegidas da luz, a -20 °C, até a
derivatizagdo com 4-bromometil-7-metoxi coumarina (BMMC).

3.3.3.3. Derivatizacao dos acidos graxos

A reacéao de derivatizacao foi baseada no método descrito por Abushufa et al.
(1994). O reagente 1 foi preparado adicionando-se 10 mg de BMMC em 10 mL de
acetonitrila. O reagente 2 foi preparado adicionando-se 26,5 mg de 18-crown-6 e 100
mg de carbonato de potassio em 5 mL de acetonitrila. O reagente 2 foi sonicado por
30 min e outros 5 mL de acetonitrila foram adicionados. O sobrenadante foi separado
do precipitado e a solugéo estocada a 4-8 °C. As amostras contendo acidos graxos a
serem derivatizados foram reconstituidas em 100 mL de acetonitrila e
homogeneizadas em vortex. Apés 30 segundos, foram adicionados 100 pyL do
reagente 1, e 100 uL do reagente 2. As amostras foram novamente homogeneizadas,
mantidas a 60 °C por 15 min e em seguida transferidas para frascos apropriados para

injecao.

3.3.3.4. Identificacdo e quantificacdo de AGPI n-3 por HPLC

A identificacdo dos AGPI derivatizados foi efetuada pelo detector de

fluorescéncia, onde foram realizadas inje¢des de volumes que variam de 10 a 50 yL

dos derivados diluidos. O fluxo era de 1,0 mL/min, a temperatura controlada de 23 °C.
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Os compostos foram detectados fluorimetricamente com excitacdo a 325 nm e
emissao a 398 nm. Quanto a fase moével, foi realizado gradiente binario com
acetonitrila e agua, iniciando com a proporcdao de 77:23% (acetonitrila:agua) e
finalizando com 90:10%, em um total de 55 min.

A coluna analitica utilizada para a separacao dos acidos graxos derivatizados
foi a C-8 de fase reversa (25 cm x 4,6 mm i.d., 5 um de particula). A mistura de padrdes

de acidos graxos foi obtida da empresa Sigma-Aldrich®.

3.4. SUPLEMENTACAO COM OMEGA-3

A suplementacdo das pacientes foi realizada com capsulas de Hi-n3,
gentiimente fornecidas pela Naturalis® (Naturalis Nutricdo & Farma Ltda). Cada
capsula continha 1.000 mg de OP na proporgéao de 0,54 g de EPA e 0,1 g de DHA
(ficha técnica em ANEXO 2), confirmadas por prévia analise de HPLC (76,34% EPA
e 23,66% DHA). As pacientes receberam as capsulas gratuitamente, em pacotes com
doses semanais e, foram instruidas a ingerirem as capsulas, duas apés o almogo e
duas apo6s o jantar, juntamente com liquido de sua preferéncia (ndo alcodlico),
totalizando 2,16 g/dia de EPA e 0,4 g/dia de DHA. As participantes também foram
orientadas a manter seus habitos alimentares durante o estudo para que nao

houvesse alteragdes na ingestao alimentar.

3.5. REAVALIACAO LABORATORIAL

Consistiu na reavaliacao de todas as variaveis sanguineas apds os 14 dias de

suplementacdo com Hi-n3 sendo determinado este como T15.

Para melhor entendimento das etapas deste estudo a Figura 5 apresenta o

design experimental desta pesquisa:
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v v

Selecdoda Determinacio do grupo (Controle / Hi-n3)
amostra Awaliacéo inicial:
Quesfonario dingido
Caraclenizagdo bioméiica
Exames séricos - hemalolégicos e bioguimicos

Suplementacio por 14 dias do grupo Hi-n3

v

Reavaliagio (Controle / Hi-n3):
Exames séricos: hemalolégicos e bioquimicos
Perfl de acidos graxes
Prolfiferagdo de linfocios
Determinacic de da populagdo de CD4 e CD8

Perfl de acidos graxes
Proliferacdio de linfocios
Determinacic de da populagdo de CD4 e CD8

Figura 5: Linha do tempo das etapas da pesquisa

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Apoés analise da distribuicdo dos dados da amostra com o auxilio do teste de
Shapiro-Wilk, foi realizada estatistica descritiva para caracterizar as variaveis. Foram
utilizadas distribuicdo de frequéncias, média e desvio padrao para variaveis que
seguiram a distribuicdo gaussiana, e mediana e quartis para as que nao seguiram.
Quanto a estatistica inferencial, para os dados que seguiram a distribui¢do normal foi
utilizado o teste t de Student para dados pareados e independentes. E para os que
nao apresentaram distribuicdo normal foram utilizados os testes de Wilcoxon para
dados pareados, e U de Mann Withney para amostras independentes. A analise da
proliferacéo ao longo das 72h foi realizada com o teste ndo paramétrico de Friedman
para comparagao multipla de amostras repetidas, e o Kruskal-Wallis para amostras
independentes, e pos teste de Dunn em ambos. O nivel de significancia adotado para
os testes estatisticos foi de 5% em um intervalo de confianga de 95% e o software
utilizado foi o GraphPad Prism® versdo 5.01 para Windows, GraphPad Software, San
Diego California EUA).
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4. RESULTADOS

Foram selecionadas a partir dos prontuarios médicos para participarem do
estudo, 150 mulheres, de 27 a 76 anos de idade, que possuiam diagnostico de
neoplasia maligna de mama. Cento e vinte e trés pacientes n&o foram incluidas devido
insucesso no contato inicial ou ndo aceitarem participar do estudo. Apenas 27 foram
incluidas, destas foram excluidas duas que ja suplementavam com OP; uma que tinha
alimentacdo baseada em alimentos que possuiam n-3 em grande concentragcéo
(consumo diario de peixes); e duas foram consideradas perda, pois n&o realizaram a
suplementagdo proposta pelo estudo (esqueceram de suplementar por dias).
Portanto, a amostra foi constituida por 22 pacientes, divididas em dois grupos, GC e
Hi-n3 (Figura 6). Foi realizado o calculo amostral no software G Power v.1.,
assumindo-se um erro tipo | (a) de 5%, poder do teste de 80%, obtendo-se um n de
11 sujeitos.

Pacientes elegiveis

{n =150}
N&o incluidas (n=123)
116 insucesso no contato
T ndo aceitaram participar
Incluidas
(n=27)
Excluidas
2 ja suplementavam com n-3
1 alimentacdo rica em n-3
Amostra
(n=24)
Ndo suplementaram
corretamente (n=2)
GC Hi-n3

(n=11) (n=11)

Figura 6: Desenho da pesquisa
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Ambos os grupos apresentavam caracteristicas fisicas homogéneas, como

pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1: Caracterizagdo biométrica das pacientes

GC =11 Hi-n3 = 11 .

mediana Q1-Q3 mediana Q1-Q3 P
Idade (anos) 54 52-58 51 36-69 0,92
Peso (kg) 77,50 61,25-86,0 72,00 58,0-84,0 0,70
Altura (m) 1,58 1,54-1,64 1,57 1,55-1,66 0,97
IMC (kg/m?) 31,18 28,03-33,85 29,59 22,97-37,33 0,55

Q1 — Primeiro quartil. Q3 — Terceiro quartil. IMC — indice de massa corporal. ‘Comparagao entre grupos

utilizando o teste de student t.

Em ambos os grupos o tipo histologico mais frequente foi o carcinoma ductal
invasor (Tabela 2), os estadiamentos clinicos variaram de iniciais a avangados. A
maioria das pacientes recebeu tratamento neoadjuvante, sendo a quimioterapia o
mais frequente. No GC a quadractectomia foi o procedimento cirurgico mais adotado,

no Hi-n3 a quadrantectomia foi realizada em metade das pacientes.
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Em relacdo aos habitos de vida do GC, trés das pacientes eram tabagistas,
nenhuma relatou etilismo e apenas duas relataram que os sintomas da doenca
interferiam nas atividades cotidianas de acordo com o indice de performance status
de Karnofsky. No grupo Hi-n3 cinco relataram tabagismo, uma etilismo e todas eram
capazes de realizar suas atividades sem que a doenca interferisse.

O perfil lipidico demonstrou que inicialmente (TO) ambos os grupos eram
semelhantes. Apds 14 dias de suplementagdo (T15), as analises realizadas nos
eritrocitos permitiram identificar redugao significativa de AG miristico nas pacientes do
grupo Hi-n3 (p<0,01 TO vs. T15) e araquiddnico (p=0,03 TO vs. T15), este segundo
mostrou inclusive diferenca estatistica entre os grupos (p=0,05 T15 GC vs. Hi-n3).
Houve também reducéo significativa do percentual do acido linoleico na comparacao
entre 0s grupos apos a suplementacdo (p=0,01 T15 GC vs. Hi-n3) Também foi
possivel comprovar significativo aumento de 195,58% do EPA (p=0,03 TO vs. T15),
com diferenga entre os grupos (p=0,01 T15 GC vs. Hi-n3). Quanto ao aumento de
34,49% no DHA (p=0,06 TO vs. T15) pode-se inferir relevancia biolégica (Tabela 3).
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Tabela 3: Concentracédo de acidos graxos (%) nas amostras de eritrécitos das pacientes

GC Hi-n3
Acido graxo TO T15 TO T15 pt pt
média média  p* média média p*
+ DP + DP +DP +DP
Acido laurico (12:0) ND ND - ND ND - - -
Acido miristico (14:0) +261844 +066368 0,25 369353 +065152 <0,01 0,81 0,71
Acido palmitico (16:0) i?gz E?gg 0,19 i;?g E?gg 0,83 0,67 0,99
- - ) 10,03 9,46 9,56 8,32
Acido estearico (18:0) £0.62 1,62 0,76 £0.75 044 0,17 0,66 0,39
- . ) 16,26 16,02 15,45 17,56
Acido oleico (18:1 n-9) +4.07 £0.59 0,93 £348 054 0,52 0,89 0,10
o . ) 23,53 20,96 20,35 17,45
Acido linoleico (18:2 n-6) £0,82 £0,82 0,13 £2.64 40,48 0,20 0,24 0,01
27,63 25,38 23,43 19,50
AA (20:4 n-6) 1,45 1,67 0,35 £0.63 099 0,03 0,07 0,05
0,55 0,65 0,68 2,01
EPA (20:5 n-3) £0,01 £0.19 0,68 £036 0,31 0,03 0,74 0,01
4,89 4,96 4,293 577
DHA (22:6 n-3) £1.30 1,23 0,97 £0.70 025 0,06 0,71 0,43

DP — desvio padrdo. *Comparagado pareada entre TO e T15. fComparagado entre controle e Hi-n3 no
TO. *Comparacao entre controle e Hi-n3 no T15. ND — ndo detectado. AA — acido araquidénico. EPA —
acido ecosapentaendico. DHA — acido docosahexaenoico. Foram injetadas de 8-12 amostras por grupo
avaliado.

A Tabela 4 apresenta os parametros hematologicos e a Tabela 5 apresenta os
parametros bioquimicos de ambos os grupos. Inicialmente os grupos eram
homogéneos do ponto de vista hematolégico e bioquimico. Como pode ser observado,
a lactatemia se apresentou limitrofe superior aos valores de referéncia (exceto Hi-n3
T15), e a PCR estava acima dos valores de referéncia para todos os grupos e tempos
estudados, o restante dos parametros séricos estavam todos dentro dos valores
normais para mulheres.

No GC, quando comparado o TO e T15, houve elevacgéo significativa no numero
de eritrocitos, na concentracdo de hemoglobina, no percentual do hematdcrito, e no
numero de leucécitos e neutréfilos (GC TO vs. T15).

Para o Hi-n3, quando comparado o TO e T15, estes mesmos parametros os
valores permaneceram inalterados (p>0,05). O unico parametro que deu diferenca

significativa foi a contagem de plaquetas (p<0,05 Hi-n3 TO vs T15).
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Quanto aos parametros bioquimicos (Tabela 5), analisados para o GC, estes
se mantiveram iguais se comparado o TO e ap6s 15 dias da coleta inicial, apesar da
presenca do cancer (GC TO vs. GC T15 p>0,05). Por outro lado, a suplementagdo com
Hi-n3 causou reducao significativa na concentragdo de lactato, TAG e da PCR no
plasma (GS TO vs. GS T15 p<0,05). Os demais parametros ndo se alteraram pela

suplementacéo.
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A Figura 7 mostra a proliferacéo de linfocitos ao longo das 72h de permanéncia
das células em cultivo para de ambos os grupos nos TO e T15, na auséncia e presenca
de Con A. No contexto geral, as pacientes do GC no inicio (TO) tem uma capacidade
de resposta que declina com 14 dias (T15), porém as suplementadas com Hi-n3 tem

resposta proliferativa dos linfécitos mantenham um padrao mais elevado.

A B
= 101 £ 10
: | E
o i 8 0.8
8 0.8 2
o' 0.6 QS 0.61
Lf,\) 4 @
1= |
S 044 8 04
<% <%
£ 0.2 Q2 2-
(o] o]
38 38
< 0.04 . . y << 0.04 . . )
0 24 48 72 0 24 48 72
Tempo (h) Tempo (h)
-~ Hi-n3 (T0) —~ GC (T0) &~ Hi-n3 (T0) ~ GC (T0)
B Hi-n3 (T15) GC (T15) & Hi-n3 (T15) GC (T15)

Figura 7: (A) Proliferacdo de linfocitos sem estimulo; (B) Proliferagédo de linfocitos na presenca de
mitégeno.

Na auséncia de agente estimulante (Figura 7A) a proliferagao celular em 24h
ndo foi diferente entre ambos os grupos (p=0,79). O incremento da proliferagédo
linfocitaria, com e sem Con A, manteve-se em 48h e 72h (exceto Hi-n3 T15), porém
também sem diferenca significativa quando comparados os grupos (p=0,28 e p=0,14
respectivamente). Nestes momentos de avaliagdo (48h e 72h) foram observadas
diferencas estatisticas (intragrupo) (p<0,01) a partir do plaqueamento (Oh) em ambos
0s grupos, tanto no TO quanto no T15.

Ao avaliar o comportamento das células na presencga de agente estimulador da
proliferacédo (Figura 7B), observou-se maior sensibilidade dos linfécitos em ambos os
tempos (TO e T15) e grupos (GC e Hi-n3) (p<0,01). No T15 com significancia
estatistica em 24h (p=0,03 GC vs. Hi-n3) e 48h (p=0,01 GC vs. Hi-n3).
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A populacéo de linfocitos CD4* e CD8* obtidos do sangue das pacientes em TO
e T15 esta apresentada na Figura 8. No T15 o GC teve redugado na populagédo de
ambos os tipos de linfocitos, e a suplementagcdo com Hi-n3 causou aumento, porém
somente a de CD4" foi significativa (p<0,05), no entanto, & possivel dizer que o
acréscimo da populagdo de CD8* teve relevancia biolégica. A comparacao entre os
grupos no T15 mostrou diferenga significativa (p<0,01) tanto para CD4* quanto para
CD8*. Como houve redugéo simultanea na populagéo tanto de CD4*, quanto de CD8"
no GC, e aumento no grupo Hi-n3, ndo houve alteragdes significativas em relacéo a

razao de CD4*/CD8* em ambos os grupos.
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Figura 8: (A) Populacao de linfécitos CD4*; (B) Populacao de linfocitos CD8*; (C) Raz&o entre CD4* e
CD8*. Os valores de A e B indicam média do percentual de 10.000 eventos. *p<0,05 (TO vs T15).
**p<0,01 (GC vs. Hi-n3).
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5. DISCUSSAO

O cancer de mama ¢é pouco frequente antes dos 35 anos e de acordo com o
Instituto Nacional de Cancer (2017) € mais incidente apds os 50 anos. O presente
estudo teve sua amostra constituida por pacientes com idade acima dos 35 anos,
demonstrando que o grupo que aderiu a pesquisa se enquadra no perfil nacional.
Ainda sobre a caracterizagdo da amostra, considerando a classificacdo do IMC, todas
as pacientes se enquadravam na categoria de sobrepeso ou obesas (IMC = 25 kg/m?)
(WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000). A obesidade tem sido associada
diretamente ao desenvolvimento e progressédo do cancer de mama em decorréncia do
aumento de uma variedade de condi¢des cronicas, como a inflamagdo (HARRIS,
2014).

O tipo histolégico mais frequentemente diagnosticado nos grupos estudados
foi o carcinoma ductal invasor. De acordo com a literatura, em estudo realizado com
107 pacientes com idade entre 25-75 anos com diagnodstico de cancer de mama,
verificou-se que o carcinoma ductal invasor também foi o mais frequente, seguido pelo
carcinoma lobular invasor (VAYSSE et al., 2017). A maioria das pacientes da
pesquisa recebeu tratamento neoadjuvante, e a quimioterapia foi o mais frequente,
pois de acordo com as recomendacdes do Consenso Internacional de Estado Atual e
o Futuro da Terapia Neoadjuvante no Cancer de Mama toda a quimioterapia deve ser
ofertada ao paciente antes ou apds a cirurgia, ao invés de dividi-la em pré e pos-
operatério (KAUFMANN et al., 2012).

No entanto, vale ressaltar que pacientes suplementados com 2 g/dia de OP,
toleram mais ciclos de quimioterapia e apresentam tempo de sobrevida maior
(CHAGAS et al., 2017). No entanto, esta variavel nao foi verificada nesta pesquisa.

Na amostra o procedimento cirurgico mais adotado foi a quadractectomia, o
que corrobora com o que foi descrito por Vaysse et al.,, (2017) cujas cirurgias
conservadoras equivaleram 71% dos casos.

As pacientes do Hi-n3, foram orientadas a ingerir as capsulas de Hi-n3 no
almocgo e jantar, ou seja, refei¢des que continham gorduras para a estimulagdo da
secreg¢do de bile, garantindo absor¢édo otimizada do n-3 (SCHUCHARDT; HAHN,
2013). A secrecgéao da bile no momento da suplementacéo da capsula é importante por

promover a emulsificacdo da gordura em microgotas, o que permite acesso adequado
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as enzimas digestivas. A enzima digestiva pancreatica hidroliza a gordura em AG e
monoacilglicerdis, que por sua vez sao absorvidos pela mucosa intestinal. Desta forma
sao absorvidos pelo sistema linfatico e, subsequentemente, caem na corrente
sanguinea (QIN et al., 2017), fazendo suas intera¢des tanto com o plasma, quanto
com as células sanguineas.

Uma revisado sistematica demonstrou que o percentual em massa do DHA é
maior nos eritrécitos que no plasma, e de EPA sao semelhantes (plasma e eritrocitos).
Este fato nos levou a optar analisar a incorporacéo destes AGPI na série eritrocitaria
do sangue, tendo em vista o curto periodo de suplementagéo desta pesquisa (HU et
al., 2017).

Os percentuais nos eritrocitos dos acidos palmitico, oléico, linoléico e
araquidénico se apresentaram mais presentes nos grupos no TO devido aos trés
primeiros serem os AG mais comuns na dieta ocidental (LOTTENBERG, 2009) e o
ultimo ser o AGPI mais abundante nos eritrécitos (HARRIS et al., 2005). No T15, o
EPA e o DHA competiram pela incorporacao com o AA e outros AG da familia n-6, o
que explica a redugao do araquidénico em 5,88% e o aumento do EPA e DHA em
1,36% e 0,81%, respectivamente.

A priori parecem mudancgas sutis, embora com significancia estatistica. No
entanto, ao se considerar que os efeitos da suplementacdo sdo dose-dependentes
(WALKER et al., 2015), destaca-se que neste estudo a suplementacéo foi realizada
por apenas 14 dias e, que possivelmente, a substituicdo seria proporcionalmente
maior se o tempo de suplementacao fosse aumentado.

Salienta-se que o AA é um AG metabolizado pela cicloxigenase (COX) e
transformado numa variedade de produtos que medeiam e modulam inumeros
processos bioloégicos, entre eles, reacbes inflamatoérias, angiogénese, atividade
imunolodgica e neoplasias (WILLIAMS; MANN; DUBOIS, 2000).

Outro ponto relevante € a incorporagao do EPA e do DHA nos eritrocitos em
tdo pouco tempo. Estudos prévios sobre a farmacocinética do n-3, demonstraram que
o DHA precisou de 6 semanas de suplementagéo para apresentar alguma alteragc&o
na incorporacdo na membrana fosfolipidica dos eritrocitos (ARTERBURN; HALL;
OKEN, 2006; MARANGONI et al., 1993) e o EPA foi em menor tempo (MARANGONI
et al,, 1993). Porém, sem descricdo precisa, os autores sugeriram que estas

mudancas ocorrem nas células precursoras na medula 6ssea (MARANGONI et al.,
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1993). E, ao se levar em consideragdo o tempo de vida dos eritrécitos
(aproximadamente 120 dias), apenas uma pequena fracdo desta série vermelha do
sangue circulante o n-3 teria incorporado em sua membrana fosfolipidica durante a
eritropoiese, 0 que nos induz a inferir que este ndo € o Unico mecanismo de
incorporagao do n-3, podendo ele ser incorporado também nas células circulantes.

Em relacdo ao hemograma, no GC, quando comparado o TO e T15, houve
elevacgao significativa, porém ainda dentro dos valores normais de referéncia, no
numero de eritrocitos, na concentracdo de hemoglobina, no percentual do
hematdcrito, e no numero de leucocitos e neutrofilos, provavelmente respostas do
organismo frente a presenca do cancer de mama. Todavia estas mudancas né&o
ocorreram no grupo Hi-n3, nos levando a inferir que o n-3 consegue inibir alteragdes
nas células sanguineas secundarias a evolugao da doenga.

O esquema de suplementagdo com n-3 proposto para este estudo reduziu
pouco, mas significativamente as plaquetas das pacientes. Este mesmo resultado foi
encontrado no estudo de Larson et al. (2011), o qual foi realizado com 30 pacientes,
com esquema de suplementagdo de 28 dias 3,4 g/dia de n-3. Em outro estudo
realizado com modelo animal (porcos) observou-se que no grupo suplementado com
n-3 o acumulo de plaquetas foi significativamente menor (THORWEST et al., 2000).
Ainda, em estudo realizado in vitro demonstrou-se que a incorporagcéo de n-3 na
membrana plaquetaria desencadeou uma maior sensibilidade das plaquetas (LEUNG
et al., 2015).

O impacto da suplementacao de n-3 sobre o organismo de pacientes em pré-
operatorio pode ser favoravel, pois afeta a fungdo plaquetaria, sem interferir
negativamente na hematologia. Isto ocorre porque o n-3 altera drasticamente a
composic¢éo lipidica das plaquetas em um curto periodo de tempo, alterando os
eventos de sinalizagéo plaquetaria (LARSON et al., 2011, 2013; LEUNG et al., 2015)
da ativacao da integrina mediada pelo colageno, reduzindo aproximadamente 50% a
secrecao de granulos a e a exposicao a fosfatidilserina (LARSON et al., 2011, 2013),
e prejudicando a fosforilagédo de tirosina induzida por colageno (LARSON et al., 2011).
Aléem da atuacédo sobre as plaquetas, pensando em cascata de coagulagédo, ha
evidéncias que comprovam que o n-3, inibe a formacao de trombose (KUMA et al.,
2013; LARSON et al., 2013; THORWEST et al., 2000), e modula a lesao induzida por

isquemia apos a trombolise espontanea ou terapéutica (THORWEST et al., 2000). Isto
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ocorre pelo fato de alterar o processamento de proteinas precursoras de trombina
(LARSON et al., 2013), aumentar o tempo de oclusdo e acumulo abrupto de fibrina
em condi¢des de fluxo (LARSON et al., 2013), aumentar a atividade da proteina S no
sistema de anticoagulagéo da proteina C ativada (KUMA et al., 2013), e inibir a
atividade do tromboxano (LARSON et al., 2011)  por ocupar o local ativo da
cicloxigenase (WERNER et al., 2017). No entanto, nenhum destes parametros foram
avaliados em nosso estudo.

A suplementacgéo de 4 g/dia de Hi-n3 por 14 dias reduziu a lactatemia, PCR e
TAG. A reducédo destes parametros bioquimicos também foi observada em pacientes
oncoloégicos, apo6s suplementacéo de 2 g/dia de OP comum, porém somente apds 30
dias ou mais (BONATTO et al., 2012; SUZUMURA et al., 2016).

Estes trés parametros sdo alguns dos indicadores de caquexia presente em
pacientes oncoldgicos (BILIR et al., 2015; SILVA, 2006), pois ela € acompanhada de
extensas alteragdes metabdlicas consistindo em aumento do gasto energético no
repouso e perturbagcdo do metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios
(GRABIEC et al., 2013).

Desta forma, especula-se que existem trés diferentes mecanismos inter-
relacionados que podem afetar o catabolismo em curso e a via de energia protéica:
primeiro, reducdo da ingestdo de energia e do apetite; segundo, mecanismo
inflamatorio; e o ultimo, fatores metabdlicos sistémicos (BILIR et al., 2015).

A hipoxia do tecido tumoral causada pelo aumento da irrigagdo sanguinea local
ativa o fator de transcricdo HIF-1 (fator 1 induzivel por hipdxia), resulta em aumento
na glicolise que leva ao acumulo de lactato e a ativagéo do ciclo de ineficiente energia
de Cori'.

Ja a perda de tecido adiposo é causada pelo aumento da indugéo de lipdlise
(ARNER; LANGIN, 2014; DAS et al., 2011; GRABIEC et al., 2013; SILVA, 2006) por
fator de mobilizacdo de lipidios e substancias pré-inflamatérias (GRABIEC et al.,
2013), o que reflete no aumento dos TAG (SILVA, 2006; TSOLI; SWARBRICK;
ROBERTSON, 2016) e da PCR plasmaticos nestes pacientes.

O metabolismo celular alterado é uma caracteristica do cancer. O aumento da

demanda energética exigida pela proliferacédo descontrolada e crénica das células

' A glicose é degradada até lactato pelas células neoplasicas e o lactato é reconvertido em glicose no
figado (SILVA, 2005).
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malignas, somado ao microambiente dos tumores malignos soélidos com regides
oxigenadas e outras hipoxicas, requer modificagdes metabodlicas celulares
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; ROLAND et al., 2014). Portanto, a populagdo de
células tumorais é heterogénea, com perfis metabdlicos diferentes, que variam de
acordo com a disponibilidade de alguns substratos como, oxigénio, glicose e lactato
(SONVEAUKX et al., 2008). Com base nisto, o metabolismo do lactato possui papel
critico para a sobrevivéncia das células tumorais (KENNEDY; DEWHIRST, 2010;
ROLAND et al., 2014; SONVEAUX et al., 2008). Nos tumores onde a disponibilidade
de oxigénio € limitada e oscilante, as células sofrem adapta¢cbes metabdlicas como a
mudanca para glicélise aerobica — efeito de Warburg (DHUP et al., 2012; DOHERTY;
CLEVELAND, 2013), que resulta em aumento da taxa de glicélise, oxi-redugao do
piruvato e aumento da produgdo de lactato (DOHERTY; CLEVELAND, 2013;
MENYHART et al., 2016). As células tumorais hipoxicas dependem da glicolise
anaerobica para produzir ATP, o que leva a producéo de lactato (ROLAND et al., 2014)
aumentando a sua taxa no organismo. Como o lactato esta relacionado indiretamente
com varias atividades biologicamente significantes nos tumores agindo como
regulador ou mediador (DE SAEDELEER et al., 2012; DHUP et al., 2012; LU,
FORBES; VERMA, 2002; SONVEAUX et al., 2012; (VEGRAN et al., 2011) acaba
favorecendo a proliferagédo e sobrevivéncia das células cancerigenas. Por isso, é
possivel dizer que a inibicdo do metabolismo do lactato representa uma abordagem
terapéutica potencial para o cancer (ROLAND et al., 2014).

Um estudo realizado com 32 pacientes com cancer de mama em tratamento
quimoterapico suplementadas com 4 g/dia de OP, relatou reducao significativa das
concentragdes de lactato sérico apos 60 dias de suplementagdo (SUZUMURA et al.,
2016). Os efeitos do n-3 sobre a lactatemia ndo depende de longa suplementacao,
pois outro estudo relatou que o pico de lactatemia sérica de voluntarios sadios, apos
teste de esforco em bicicleta ergométrica, estava reduzido em 52% apos
suplementacao de 0,2 g n-3 AGPI/kg em capsulas com 120 mg EPA e 333 mg DHA
por 3 dias consecutivos (DELODDER et al.,, 2015). Com base nisso, devido a
caracteristica anti-catabodlica e consequentemente anti-caquética do n-3, o uso do Hi-
n3 favorece a minimizacdo do estimulo das vias catabdlicas, o que explicaria a

reducao na concentragéo de lactato no presente estudo.
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Quanto ao mecanismo inflamatério envolvido na caquexia oncologica e na
carcinogénese € sabido que a PCR é biomarcador de processo inflamatorio sistémico
(NELSON et al.,, 2017), e pode estar aumentado nos casos de cancer devido a
resposta inflamatdria crénica desregulada presente nesta doengca (AGGARWAL;
GEHLOT, 2009). Desta forma, intervenc¢des para reduzir este parametro podem ajudar
a reduzir o risco de desenvolvimento desta doenca (AGNOLI et al., 2017) e quando ja
instalada, pode ajudar a reduzir a caquexia associada a ela. A concentragéo de n-3
esta inversamente relacionada com a PCR no organismo (BERSCH-FERREIRA et al.,
2017; CHAGAS et al., 2017). Uma justificativa para esta relagao inversa esta baseada
na superexpressao da COX-2 no processo inflamatério e na carcinogénese,
decorrente do metabolismo do AA ja relatadas no meio cientifico (HARRIS, 2014;
WANG; DUBOIS, 2010). O bloqueio desta via, inibe a carcinogénese, tem efeitos
antineoplasicos (HARRIS, 2014) e anticaquéticos (WERNER et al., 2017). Assim, uma
maior demanda de n-3 no organismo gera competicdo com o AA, em decorréncia de
maior afinidade da COX-2 pela familia n-3, a produgdo de eicosanoides pro-
inflamatorios fica inibida, servindo como substrato alternativo para a COX e
lipoxigenase, resultando em substratos anti-inflamatérios, as resolvinas e protectinas
(BARBALHO et al., 2011; GREENE et al., 2011; MASON; CHEN; THOMPSON, 2010;
WERNER et al., 2017). E valido ressaltar que, estas mudancas nas cascatas
inflamatorias causadas pela suplementagcdo com n-3 n&o € unanimidade, pois quando
testada em adultos saudaveis sem processo inflamatério ativo, ndo foi encontrada
reducao da PCR (MULDOON et al., 2015). Na pesquisa, ndo encontramos estudos
com Hi-n3 em pacientes oncolégicos, o unico encontrado analisou o efeito da
suplementagcdo com 2 capsulas (Hi-n3)/dia em pacientes com lupus eritematoso
sistémico, e seus resultados também mostraram redugcdo na PCR em relagcéo ao
controle (BORGES et al., 2016). Todavia, eles nao tiveram o mesmo objetivo que o
nosso estudo ao utilizar o Hi-n3 no lugar de OP comum, pois a suplementacgao
realizada no estudo foi por 12 semanas.

As concentragbes de lactato e a PCR tem efeito significativo sobre o tempo de
sobrevida dos pacientes oncologicos. E mais, o0 aumento das concentragdes séricas
da PCR é um preditor de evolugéo da caquexia (BILIR et al., 2015).

Recente metanalise de ensaios clinicos randomizados concluiu que a

suplementacao com n-3 reduz as concentragdes de TAG séricos (ZHANG et al.,
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2016), isto ocorre devido a combinacédo de reducéo na sintese hepatica de TAG e
maior depuragao deles na circulacao (HARRIS et al., 2008). Entretanto, de acordo
com a Associacdo Americana de Endocrinologistas Clinicos e o Colégio Americano
de Endocrinologia (JELLINGER et al., 2017) pacientes com hipertriacilglicerolemia
(>500 mg/dL) devem ser suplementados com 2 a 4 g/dia de OP n-3 como tratamento.
Ja a atualizagdo do Consenso de 2016 para Terapias para Redugao do LDL-colesterol
no gerenciamento de risco de doenga cardiovascular aterosclerotica ndo indica a
suplementacdo com n-3 para pacientes com hipertriacilglicerolemia severa.

Como pode ser observado na Tabela 5, os trés paradmetros bioquimicos
avaliados relacionados a caquexia oncoldgica ndo estavam tao alterados devido as
alteracdes evidentes serem encontradas em tumores mais avangados, o0 que era um
dos critérios de exclusao da pesquisa.

Outro ponto sobre os parametros bioquimicos é que a suplementagdo com Hi-
n3 nao reduziu o colesterol total sérico (Tabela 1), no entanto, houve uma redugao
significativa do acido miristico (Tabela 3) que é um preditor do colesterol sérico
(BRADBURY et al., 2010), nos levando a pensar que um tempo de suplementagao um
pouco maior também teria reduzido este parametro.

Ambos grupos (GC e Hi-n3) apresentaram proliferacao de linfécitos, o que
indica que neste momento ndo havia comprometimento do sistema imunoloégico,
porém o grupo Hi-n3 apresentou maior proliferacdo quando desafiado por agente
mitdégeno (Con A). Os linfécitos devem se adaptar a uma ampla gama de estressores
ambientais como parte de seu desenvolvimento normal, durante os quais eles sofrem
um processo drastico de remodelacdo metabdlica (BUCK; O’'SULLIVAN; PEARCE,
2015).

O metabolismo e a fungéo do sistema imunolégico estdo intimamente ligados,
mudancgas no metabolismo das células e dos niveis do sistema determinam aumento
ou supressdo desse sistema (COE; KISHORE; MARELLI-BERG, 2014). E evidente
que processos diversos se integram com sinalizacao de linfécitos, regulacao de genes
e funcdo para moldar o metabolismo dos linfécitos (BUCK; O’'SULLIVAN; PEARCE,
2015), dentre eles a incorporacao de AGPI. Os AGPI podem exercer nas células vasta
influéncia na estrutura e funcionalidade das células, como alteracdes no
comportamento celular pela incorporagédo nas membranas afetando o conteudo da

camada fosfolipidica (colesterol) e atividade de receptores, servindo como substrato
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para metabdlitos de sinalizacéo, afetando processos celulares, como proliferagédo e
apoptose (ABEL; RIEDEL; GELDERBLOM, 2014), além de interferir no estado de
ativacdo, exposicdo a antigeno, sinais inflamatorios e nutrientes microambientais
disponiveis (BUCK; O’'SULLIVAN; PEARCE, 2015).

As dietas de n-3 estao associadas a um menor percentual de linfocitos ativados
apo6s a estimulagdo, mas com uma resposta proliferativa aumentada aos mitégenos
(ROBINSON; FIELD, 1998). No entanto, sem uma quantidade minima de AG
essenciais ndao ocorre proliferagdo de linfocitos, uma vez que, na auséncia destas
moléculas na célula, seu crescimento fica prejudicado, sendo possivel afirmar que a
sintese de acido desoxirribonucleico (DNA) de linfocitos é estimulada quando
apresenta baixas concentragdes de AG essenciais e inibida com altas concentragbes
(KARSTEN; SCHAFER; SCHAUDER, 1994), fato este que deve ter ocorrido no
presente estudo, pois com o tempo de suplementacdo curto provavelmente as
concentragdes de n-3 neste estagio néo tinham se elevado a ponto de provocar
inibic&o.

O mecanismo pelo qual o n-3 altera a proliferacao dos linfécitos ainda néo esta
claro. Algumas hipoteses aventam um possivel mecanismo de acgéo pela sintese de
eicosanoides, em que a ingestdo de EPA diminuiria a produgdo dos eicosandides
derivados do AA e aumentaria as quantidades de derivados de EPA que possui acao
regulatoria quando administrado em baixas doses (BETIATI et al., 2013; CALDER,
2009; CALDER; KEW, 2002).

Estudos mais recentes apontam que o DHA geralmente suprime a fungéo de
linfécitos devido incorporagédo que modifica sua composi¢gao molecular: a organizagao
dos rafts (microdominios), € no dominio nao-raff e, consequentemente, no
agrupamento proteico da membrana fosfolipidica, alterando assim, a sua funcéo
celular (SHAIKH, 2010, 2012).

O presente estudo mensurou a populagdo de linfécitos T auxiliares e
citotdxicos, e a sua razao. A suplementacéo com Hi-n3 causou aumento na populagao
de CD4* e CD8" no sangue periférico de mais de 35%, enquanto que o GC mostrou
reducao proxima a 20%. Este comportamento dos linfécitos T também foi observado
num trabalho realizado com pacientes recém diagnosticadas com cancer de mama e
suplementadas por 30 dias com 2 g/dia de EPA + DHA. Os autores atribuem a reducao

da populacdo dos linfécitos no grupo placebo ao mecanismo de producédo de
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substancias supressoras do sistema das células tumorais para burlar o sistema de
defesa do organismo e a manutenc¢ao da populacéo de linfocitos T CD4* e CD8* e sua
propor¢cao no grupo suplementado, ao efeito adaptativo da imunidade causado pelo
n-3 (PAIXAO et al., 2017).

O n-3 tém a habilidade de modular a resposta imunitaria (PESTKA et al., 2014,
SHINTO et al., 2011), e 0 mecanismo pelo qual ele altera a proliferagdo das células T
ainda nao esta totalmente elucidado. Um possivel mecanismo de acgéo é pela sintese
de eicosanoides, gerados a partir do metabolismo do EPA e do DHA, mediadores
lipidicos com acao regulatéria, ou seja, menos inflamatorios, incorporados na
membrana plasmatica das células T. Esta membrana é formada por uma bicamada
de fosfolipidios fluidos com rafts lipidicos, compostos de colesterol e esfingolipidios,
onde estéo localizadas as principais proteinas de transducgéo de sinais, favorecendo
ou alterando as fungdes de sinalizagao transmembranar, com consequente diminuigéo
da producdo dos eicosandides derivados do AA (pré-inflamatérios), e perda
membranaria de um fenétipo de células T pro-inflamatérias (BETIATI et al., 2013;
CALDER, 2009; CALDER; KEW, 2002; MCMURRAY; BONILLA; CHAPKIN, 2011).

Na sinapse imunologica com as células apresentadoras de antigenos, estes
sitios de contato servem como plataformas para a migracéo de receptores de células
T, receptores de co-ativacdo e mediadores de sinalizagdo celular, suprimindo a
transducgéao de sinal e a translocagao/ativacao nuclear de fatores de transcricao (FAN
et al., 2004; FRIEDL; DEN BOER; GUNZER, 2005; GEYEREGGER et al., 2005; KIM
et al., 2009; SHAIKH, 2010; YOG et al., 2010).

Os efeitos do n-3 sobre o sistema imunitario sdo dose dependentes, ou seja,
altas doses de AG produzem ag¢bes imunoinibitérias (CALDER, 1995), enquanto
doses baixas possuem agdo imunoestimulatéria (CALDER, 1995; CALDER; KEW,
2002). Como a suplementagcdo com Hi-n3 foi de apenas 14 dias, pode-se dizer que
mesmo se dobrando a quantidade de capsulas utilizada em estudos prévios de nosso
grupo, aparentemente nao alcangou concentracdes que seriam inibitérias, o que
justifica o comportamento da populagao dos linfocitos nesta pesquisa.

Além dos efeitos do n-3 sobre o sistema imunoldgico propriamente dito, é
importante enfatizar que o desenvolvimento e a metastase dos canceres mamarios
sdo influenciados, e até mesmo conduzidos por células do sistema imunolégico e

mediadores inflamatérios associados ao microambiente do tumor. O equilibrio entre a
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imunidade antitumoral e a inflamagéo promotora de tumores determina se o tumor ira
progredir, ser controlado, ou eliminado.

A inflamacéo induzida durante a progressao natural do tumor é provavelmente
uma das principais razdes pelas quais o sistema imunolégico ndo pode restringir
indefinidamente a expanséo do cancer de mama (JIANG; SHAPIRO, 2014), portanto
a acao do n-3 como agente anti-inflamatorio pode ser promissora para os pacientes
com esta doenca. Outro ponto a salientar é a apoptose induzida por células
imunolégicas (JIANG; SHAPIRO, 2014; KAEWKANGSADAN et al., 2016). Mas,
devido a falta de acesso a pega tumoral, ndo foi possivel analisar o tipo de morte
celular para o presente estudo.

No cancer de mama a func¢ao imunitaria difere entre os fendtipos ou subtipos
bioldgicos (ER negativo, HER-2 negativo e triplonegativo) (LIU; MA, 2014; MIYAN et
al., 2016). As células T CD4" séo reguladores criticos das respostas imunitarias (GU-
TRANTIEN et al., 2013), e os linfécitos citotoxicos CD8*, tem atividade antitumoral
clinicamente significativa. Os linfécitos livres no sangue representam apenas 2% do
armazenamento total de linfocitos e sédo facilmente afetados por muitos fatores
fisiologicos e patologicos (JIA et al., 2014). No entanto, quando infiltrados no tecido
tumoral, varios estudos relatam que o CD8* pode ser considerado um marcador de
bom prognéstico para a sobrevida de pacientes com cancer de mama (CHEN et al.,
2014; JIANG; SHAPIRO, 2014; MAO et al., 2016), embora Li et al. (2014) nao tenham
encontrado esta associagédo. Devido ao pequeno numero da amostra, nosso estudo
nao correlacionou o fenétipo dos TU das pacientes com a populagdo de células T
circulantes no sangue.

Durante diferentes estagios do desenvolvimento do cancer, o sistema
imunolégico pode identificar e destruir as células neoplasicas, ou promover seu
crescimento (JIANG; SHAPIRO, 2014; MAO et al., 2016). Com base neste cenario,
terapias visando o sistema imunolégico emergiram como uma modalidade de
tratamento para o cancer de mama e as estratégias imunoterapéuticas baseadas nos
efeitos do n-3 sdo examinadas em modelos pré-clinicos e clinicos e se mostram
favoraveis.

Como a cirurgia € a principal modalidade de tratamento de pacientes com
cancer de mama e, como este procedimento induz a imunomodulag&o, com resposta

pré-inflamatéria e leucocitose (BOOMSMA et al., 2010), um equilibrio adaptativo
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imunitario pode ajudar a prevenir a imunossupressao pos-cirurgia e riscos como a
disseminacgao de tumores em a circulagdo (GOLDFARB; BEN-ELIYAHU, 2006).

O EPA se incorpora na membrana dos eritrécitos e das plaquetas apds 24 horas
de suplementagao a atinge seu pico no quarto dia (DELODDER et al., 2015). Fato que
nos leva a afirmar que o inicio da suplementacdo com n-3, mesmo que poucos dias
antes da cirurgia podera acarretar efeitos benéficos para pacientes oncoldgicos.
Entretanto, alteragbes cardiovasculares foram citadas 20 min apo6s infuséo
endovenosa (DELODDER et al., 2015) o que demonstra que os efeitos do n-3 ndo séo
exclusivamente baseados na incorporacao da membrana plasmatica de estruturas do
organismo, incentivando pesquisas futuras.

E valido ressaltar que a suplementacdo deve ser feita diariamente, pois seus
efeitos dependem da oferta diaria do n-3 e ndo somente da dose final (BROWNING
et al., 2014). O estado nutricional € um fator que contribui para a competéncia do
sistema imunolégico (CALDER; KEW, 2002). O n-3 pode potencialmente promover
direta ou indiretamente imunomodulagdo ou atuar diretamente nas células
neoplasicas (BETIATI et al., 2013). Compreender a regulagdo metabdlica que interfere
no sistema imunoldgico adaptativo e como a disponibilidade de nutrientes e os fatores
microambientais influenciam sua funcédo fornecerdo uma visdo mais aprofundada
sobre a biologia das células imunitarias e podem levar a novas abordagens para o
tratamento do cancer (BUCK; O'SULLIVAN; PEARCE, 2015). Todavia, ainda estamos
em processo de analise da fungéo dos linfécitos, para verificar as citocinas pro- e anti-
inflamatorias na circulagdo e do cultivo de linfocitos fator-alfa de necrose tumoral —
TNF-a e interleucina 10 — IL-10, interleucina 1 beta — IL-1p3, e interleucina 6 — |IL-6.

Nossa pesquisa nao objetivou verificar as vias de sinalizagdo para constatar a
atuacéo direta sobre as células neoplasicas, mas sugerimos como estudos futuros
identificar o tipo de morte celular no tecido tumoral, se por necrose ou apoptose. Outro
ponto que foi identificado e também como sugestao para estudos futuros seria analisar

os efeitos deste esquema de suplementacao no pds-operatorio.
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6. CONCLUSAO

Apoés 14 dias de suplementacéo com Hi-n3 foi demonstrado incorporagéo dos
AGPI n-3 pelo organismo, com consequente redugao da concentragcao sanguinea de
lactato, TAG e PCR, aumento da proliferacao linfocitaria e das populacbées de CD4* e
CD8*.

Com base nestes achados, sugerimos a suplementagédo com 4 g/dia de Hi-n3

para mulheres com cancer de mama em pré-operatorio.
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APENDICE 1

ESTADIAMENTO CLINICO DO CANCER~ DE MAMA E SUA RESPECTIVA
CLASSIFICACAO TMN

67

Estadiamento Clinico TNM
0 Tis NO MO
I T1a T2 NO MO
|F] T3 NO MO
llb T4 NO MO
llla T1aT2N1 MO
b T3 aT4 N1 MO
llic Qualquer T N2 MO
1Y Qualquer T Qualquer N M1
Is — in situ

CLASSIFICACAO QUANTO AOS RECEPTORES HORMONAIS

Grupo ER PR HER-2 | Graduagéo
Luminal A + + - Baixa
Luminal B + + + Intermediaria
HER-2 - - + Alta
Basal ou Triplo negativo - - - Alta

ER — receptor de estrogénio; PR receptor de progesterona; HER-2 — receptor de

fator de crescimento epidérmico humano 2.

Fonte: Perou et al., 2000.
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APENDICE 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Essas informacgdes estdo sendo fornecidas para participagdo da voluntaria

no estudo “SUPLEMENTAGAO COM OLEO DE PEIXE EM PACIENTES COM
CANCER DE MAMA E SEUS EFEITOS SOBRE A FUNCIONALIDADE DE
LINFOCITOS E NEOPLASIAS MALIGNAS DE MAMA IN VITRO", que visa investigar
os efeitos da suplementagéo com 6leo de peixe sobre a funcionalidade de linfécitos e
células neoplasicas de mama em pacientes com cancer de mama. O estudo tempo
um tempo previsto de execuc¢ao de novembro de 2014 a abril de 2017.

A sua participacdo no referido estudo sera no sentido de responder
questionarios relevantes a pesquisa os quais verificardo seus dados pessoais e
clinicos, verificagdo de habitos alimentares para identificagdo do consumo de
alimentos ricos em acido graxo 6mega-3, e ainda, dados referentes a patologias
prévias, comorbidades, medica¢des em uso, e tratamentos realizados.

Durante o exame de rotina do proprio setor de ginecologia e mama do HEG
como protocolo pré-operatorio e um dia antes da sua cirurgia sera realizada coleta de
sangue (sera retirada uma amostra de 10ml de sangue com seringa e agulha por
profissionais treinados) por puncéao periférica da veia do antebraco.

Nesta pesquisa havera dois grupos dentre os quais vocé sera sorteado para
participar, o grupo suplementado e o grupo néo suplementado.

Se vocé for sorteado para o grupo nao suplementado, vocé nao recebera a
capsulas de Hiomega-3 e seguira rotina do servi¢o de ginecologia e mama. Caso vocé
seja sorteado para o grupo suplementado, vocé recebera as capsulas de Hiomega-3
(6leo de peixe) fornecidas gratuitamente pela Naturalis® (Naturalis Nutricdo & Farma
Ltda). Cada capsula contém 1000mg de 6leo de peixe. E devera ingerir as capsulas
duas apo6s o almocgo e duas apds o jantar juntamente com liquido, totalizando 4 g/dia
de 6leo de peixe. E importante manter seus habitos alimentares durante o estudo para
que nao haja alteragbes na ingestéo dietética, inclusive manter-se sem a ingesta de
peixes de aguas salgadas frias e profundas (ex.: salmao, agulhdo, arenque, anchova,
linguado, congro, sardinha, enguia, bacalhau). Poderdo ocorrer alguns efeitos

colaterais que podem surgir ao ingerir uma dose superior a 12g/dia (0 que ndo é o



69

propoésito desta pesquisa). Esses efeitos incluem: vomitos, mau halito, eructacéao, azia,
nauseas, diarreia, desconforto abdominal e sangramentos nasais, pois pode impedir
a coagulagao do sangue aumentando a chance de sangramento. Altas doses de Oleo
de peixe também podem aumentar os niveis de colesterol. Caso isso ocorra seréao
dados os suportes necessarios para que volte ao seu estado normal. Nao ha riscos
previstos para os participantes dessa pesquisa.

Caso se faga necessario suporte médico ou de qualquer outro profissional
devido eventos adversos ligados as avaliagbes e/ou suplementagéo alimentar com o
6leo de peixe os pesquisadores fornecerao todo o suporte.

Para ambos os grupos, apds a cirurgia, o pesquisador analisara uma parte da
peca cirurgica retirada para verificar se houve algum comportamento atipico celular
do que é relatado na literatura cientifica.

Nao ha beneficio direto para o participante, no entanto, trata-se de uma
pesquisa experimental testando a hipétese de que a suplementagédo alimentar com
6leo de peixe possa melhorar a funcionalidade de linfocitos e células neoplasicas de
mama em pacientes com cancer de mama. Contudo, somente no final do estudo
poderemos concluir a presenga de algum beneficio.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. As principais investigadoras
sdo a Dra. Juliana Carvalho Schleder Fone: (42) 8811-8996 e Dra. Doris Naoko
Suzumura: (41) 9644-0697, podendo entrar em contato sempre que sentir
necessidade. Caso tenha também alguma consideragédo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP), no HEG — Rua
Dr. Ovande do Amaral, 201 — Bairro Jardim das Américas — Fone: (41) 3218-0300.

Enfatizamos que é garantida a sua liberdade para retirar seu consentimento a
qualquer momento e deixar de participar deste estudo, sem qualquer prejuizo a
continuidade do tratamento na Institui¢cao.

As informacbes obtidas serdo analisadas em conjunto com as de outros
participantes, ndo sendo divulgada a identificagdo de nenhum participante.

E de direito do participante, ser mantido atualizado sobre os resultados parciais
das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do

conhecimento dos pesquisadores.
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N&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo.
Também n&o ha compensacao financeira relacionada a sua participacdo. Se existir
qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos neste
estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na
Instituicdo, bem como as indenizag¢des legalmente estabelecidas.

E compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado
somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “SUPLEMENTAGAO COM OLEO DE
PEIXE EM PACIENTES COM CANCER DE MAMA E SEUS EFEITOS SOBRE A
FUNCIONALIDADE DE LINFOCITOS E NEOPLASIAS MALIGNAS DE MAMA IN
VITRO".

Eu discuti com a Dra. Juliana Carvalho Schleder sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propoésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo
e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa

ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

Assinatura do Pesquisador Data / /
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N° do Prontuario:
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FICHA DE AVALIAGAO

Data: [

Iniciais do participante:

Endereco:

Telefone: ( )

Grau de escolaridade:

Ocupacao:

Comorbidades:

Medicagdes em uso:

Patologias prévias:

Tratamentos prévios:

Tabagismo? ( )S ( )N

Alcoolismo? ( )S ( )N

Idade:
)
Se sim: carga tabagica /dia
Se sim: carga alcoolica /dia
Massa corpérea: IMC:

Estatura:

Tipo de alimentacéo:

() Peixe; () Algas marinhas; () Crustaceos; () Brocolis; ( ) Espinafre; (') Azeite de oliva; ()

Nozes;

() Racula; (') Folha de mostarday; () Oleo de figado de bacalhau; ( ) Semente de chia; ()
Oleo de linhaga; ( ) Semente de linhacga.
Frequéncia e quantidade de ingesta dos alimentos:

Performance Status de Karnofsky:




Condigio %a Comentarios
Apto para realizar suas  |100 |MNomal, sem gueixas; sem evidéncia da doenca.
atividades normais e
trabalhar. N30 necessita (90 |Apto para realizar suas atividades normais;
de nenhum cuidado poucos sinais e sinfomas da doenca.
pessoal.

80 |Realiza suas atividades nommais com esforgo;
alguns sinais ou sintomas da doenca.
Inapto para trabalhar. Apto (70 |[Cuida de si mesmo; inapto para realizar suas
para viver em casa e atividades normais ou executar trabalho ativo.
cuidar da maior parie de
suas necessidades L] Requer assisténcia ocasional, mas esta apto para

pessoais. Mecessita de cuidar da maior parie das suas necessidades.
assisténcia em graus
variaveis. 50 |Requer assisténcia consideravel e cuidados

médicos freqilientes.
Inapto para cuidarde si (40 Incapacitado; requer cuidado especial e
mesmo. Requer o assisténcia.
equivalente ao cuidado
hospitalar ou institucional. |30 Severamente incapaz; esta indicada a
A doenga pode estar hospitalizagdo, porém a morte ndo & iminente.
progredindo rapidamente.

20 |A hospitalizagdo € necessaria, muito doente,
necessita de tratamento de suporie ativo.

10 | Maribundo; processo fatal progredindo
rapidamente.

0 Maorte.
Diagnostico patolégico:
Tipo
histologico:
TMN:
Estadiamento clinico:
Tratamentos: (') Quimioterapia () Radioterapia () Cirurgia () Hormonioterapia

Protocolo de quimioterapia que esta sendo realizado:

Ciclo de quimioterapia:

Atualmente pratica atividade fisica? Sim () Nao ()
Se sim: Qual?

Frequéncia
Quando iniciou?

Houve diminuicdo da execucgéo das atividades de vida diaria? Sim () N&o ()
Se sim: Ha quanto tempo?
Por qué?




Realiza algum tipo de tratamento fisioterapéutico?

Se sim: Qual?

Sim ()

Ha quanto tempo?

Por qué?

Nao ()
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Avaliacao laboratorial

PARAMETRO

AVALIACAO INICIAL

AVALIACAO FINAL

Hemograma completo:

Eritrograma

Hemacias

Hemoglobina

Hematodcrito

Leucograma

Leucocitos

Neutrofilos

Segmentados ou bastdes

Linfécitos

Monbcitos

Eosinofilos

Basofilos

Contagem de Plaquetas

Lactatemia:

Glicemia:

Triacilglicerol:

Colesterol Total:

Lipoproteina de baixa intensidade:

Lipoproteina de alta intensidade:
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ANEXO 1

APROVAGAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

'Y ERASTO GAERTNER

COMBATER O CANCER COM HUMANISMO, CIENCIA E AFETO

R. Dr. Ovande do Amaral, 201 - Jardim das Américas - Curitiba/PR/Brasil
CEP 81.520-060 - Fone: 55 41 3361-5000 - www .erastogaernercom.br

Curitiba, 23 de Setembro de 2014.

A

lima Sr?

Juliana Carvalho Schieder
Pesquisador Responsavel

Prezado (a) Pesquisador,

Informo que o projeto de pesquisa intitulado: “Suplementagao com éleo de peixe
em pacientes com cancer de mama e seus efeitos sobre a funcionalidade de
linfécitos e neoplasias malignas de mama in vitro”, nimero de protocolo P.P.
n° 2319, foi avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa e ficou APROVADO.

Atenciosamente, 2

Coordenador do CEP
Dr. Jordan Zanetti Silva.

"‘ “Membros do CEP:

Camila Brandao Polakowski — Nutricionista Patricia Blasco Silva - Nutricionista

Claudia Ely de Oliveira e Silva — Assistente Social Olair Carlos Beltrame — Farmacéutico

César Costa - Fisioterapeuta Ignez de Oliveira Ise — membro da comunidade
Dinarte Orlandi — Estatistico Albino Surek — suplente membro da comunidade
Edenice de Oliveira Santana — Enfermeira Priscila L. Leite Silva — Farmacéutica

Jeanine Marie Nardin — Farmacéutica José Claudio Casali da Rocha — Médico

Jordan Zanetti Silva — Médico Emerson Czachorowski - Farmacéutico

ltala Villaga Duarte — Psicéloga Luiza Souza Rodrigues - Bioquimica

José Carlos Wiederkehr — Adm. de Empresas
Mércia Bobak — Enfermeira
Marina Lopes — Nutricionista
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ANEXO 2

FICHA TECNICA DO PRODUTO - CAPSULA DE HIOMEGA 3

Informag6es Técnicas

Os Acidos Graxos Poli-insaturados Omega-3 n&o s&o produzidos pelo corpo
humano, e por isso, devem ser obtidos por meio da alimentagdo. O Acido Graxo
Eicosapentaenoico (EPA) é precursor de substancias anti-inflamatorias
(prostaglandinas E3). Além disso, a forma dos acidos graxos em Triglicerideos
(TG), naturalmente presente nos peixes de agua gelada, garante um
aproveitamento 70% superior quando comparado a forma dos acidos graxos
em Etil Ester (EE), presentes em outros 6leos de peixe.

APRESENTAGAO Embalagens com 60 capsulas de 1000mg

COMPOSI(}AQ Cada capsula de 1000mg contém um concentrado de Oleo de
Peixe rico em Acidos Graxos Poli-insaturados Omega-3 com alta
concentracédo de EPA, na forma TG.

COMPOSIGAO DA CAPSULA Gelatina Farmacéutica, Glicerina e Agua.

MODO DE USAR Adultos: aconselha-se a ingestao de uma capsula, duas
vezes ao dia, antes das principais refeicdes.

CUIDADOS DE CONSERVAGAO Conservar ao abrigo de luz, calor e
umidade.

Registro no Ministério da Saude 4.1480.0006.001-4

i ™

INFORMAGAD NUTRICIONAL
Porgao 2.0g (2 capsulas)
QUANTIDADE POR PORCAD Y% VD(*)
Valor Energético 18keal = 76kJ 1
Carboidratos g 0
Proteinas g 0
Gorduras Totais 2.0g 4
Gorduras Saturadas Og 0
Gorduras Trans Og o
Gordura Poliinsaturadas: 1.6g sy
Acido Eicosapentaenoico 1.1g 3
Acido Docosahexaenoico D.2g i
Fibra Alimentar Og 0
Sadio Omg 0
Vitamina E 4,0mg 40
* U Valores Diarios com base em uma dieta de 2000kcal ou 8400KJ.
Seus valores diarios podem ser maiores ou menores, dependendo
das suas necessidades energéticas. ™ VD nao estabelecido.




