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RESUMO

Objetivo: Dentre o0s inumeros distuarbios metabdlicos que acompanham a
carcinogénese, a hiper ativacdo da enzima &cido graxo sintase (FASN), responsavel
pela sintese de novo de &acidos enddgenos tem sido relatado em certos tipos de
canceres, incluindo cancer de mama. Sua atividade poderia favorecer a oferta de
fosfolipidios estruturais para as membranas celulares e consequentemente a
multiplicacdo das células cancerigenas. Tem sido demonstrado que a ingestdo de
acidos graxos poli-insaturado diminui a expressdo de genes do metabolismo
lipidicos, incluindo a transcricdo da FASN. Assim, este estudo teve por objetivo
avaliar a influéncia do consumo de 0Oleo de peixe rico em &cido graxo n-3 na enzima
acido graxo sintase (FASN) do soro e no nivel de seu transcrito nas células
mononucleadas do sangue periférico, em mulheres com diagnéstico recente de
cancer de mama, correlacionando os resultados encontrados com variaveis clinicas
e nutricionais das pacientes.

Metodologia: Estudo de intervencgao, randomizado, placebo controlado, duplo-cego,
conduzido com 38 voluntéarias distribuidas em dois grupos (grupo 0Oleo de peixe —
GO e grupo placebo — GP). As pacientes do GO receberam 2 g de concentrado de
O0leo de peixe contendo 1,89 dos acidos graxos poliinsaturados n-3
eicosapentaenodico (EPA) e docosahexaendico (DHA). O grupo placebo recebeu 2
capsulas de 1g cada de 6leo mineral com igual aparéncia do 6leo de peixe. Todas
as pacientes foram suplementadas por 4 semanas durante o periodo anterior ao
tratamento cirargico. Antes e ao final da suplementacao, foram coletados dados de
consumo, antropometria e amostras sanguineas para analise do perfil de &cidos
graxos do fosfolipidio e da enzima FASN do soro. Analisou-se também o transcrito
(mMRNA) do gene da FASN das células mononucleadas do sangue periférico. A
analise estatistica foi realizada utilizando testes paramétricos e ndo paramétricos
para comparar os resultados dos dois grupos e foi gerado um modelo de anélise de
covariancia (ANCOVA) para avaliar a interacdo de algumas variaveis selecionadas
com a FASN (variavel dependente).

Resultados: O GO foi constituido de 18 pacientes e o GP 20. Nao foram
observadas diferencas significativas na idade, anos de estudos, renda, estado civil,
consumo de tabaco, presenca de outras doencas, estado de menopausa e pratica
de atividade fisica entre os grupos. A maioria das pacientes apresentou carcinoma
ductal infiltrante e 33,3% e 50% do grupo 6leo de peixe e placebo, respectivamente,
apresentaram tumor HER2 negativo. A maioria apresentou excesso de peso e néo
houve diferenca entre os grupos quanto ao consumo dietético. No momento basal,
se observou diferenca na composicdo de acidos graxos seéricos, sendo 16:0 e
18:0/18:1 significativamente maiores e total de poli-insaturados, n-6 e n-6/n-3
menores no grupo Oleo de peixe em relacdo ao placebo. Apds a intervencédo, houve
aumento significativo na quantidade de 22:6 n-3, 20:5 n-3, total de n-3, e reducao da
razdo n-6/n-3, no GO. No inicio do estudo, a proteina da FASN no soro das
pacientes foi de 118,79+76,71ng/ml, sem diferenca significativa entre os grupos.
Também néo foi observada diferenca nos niveis de mRNA da FASN entre os
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grupos. Com a intervengcao nao foi observada diferenca significativa intra e entre
grupos nos valores de mRNA e proteina da FASN. De acordo com andlise de
covariancia, o IMC apresentou interacdo, negativa, com o trancrito da FASN. Os
grupos de estudo, estado de menopausa e expressdo de HER2 n&o apresentaram
interacdo com a FASN. N&o foi observada interacdo das covariaveis com 0s
resultados da FASN no soro.

Conclusao: No presente estudo, a intervencao realizada com o suplemento de Oleo
de peixe rico em acido graxo n-3 ndo resultou em mudanca da FASN, em seu
transcrito e respectiva proteina. Entretanto, foi observada interagdo negativa entre o
IMC e aresposta de mRNA da FASN.

Palavras-chave: acido graxo sintase, acido graxo n-3, cancer de mama, humanos.
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ABSTRACT

Objectives: Among the numerous metabolic disturbances that accompany
carcinogenesis, hyper activation of the enzyme fatty acid synthase (FASN),
responsible for de novo synthesis of endogenous acids has been reported in certain
types of cancers, including breast cancer. Its activity could promote the availability of
structural phospholipids for cell membranes and consequently the multiplication of
cancer cells. The ingestion of polyunsaturated fatty acids has shown to reduce the
expression of lipid metabolism genes, including the transcription of FASN. Thus, this
study aimed to evaluate the intake of fish oil rich in n-3 fatty acid in the fatty acid
synthase (FASN) and serum level of its transcript in peripheral blood mononuclear
cells in women diagnosed with breast cancer, correlating the results with clinical and
nutritional variables of patients.

Methods: A randomized, placebo-controlled, double-blind clinical intervention study
was conducted with 38 volunteers divided into two groups (group of fish oil - GO and
placebo group - GP). The GO patients received 2 g of fish oil concentrate containing
1.8 g of polyunsaturated fatty acids n-3 eicosapentaenoic acid (EPA) and
docosahexaenoic acid (DHA). The PG received 2 capsules of 1g mineral oil each
with the similar appearance to fish oil. All patients were supplemented for 4 weeks
during the pre-surgical period. Before and at the end of supplementation,
consumption data, anthropometry and blood samples were collected for analysis of
the serum phospholipid fatty acid profile and FASN. The FASN gene transcript
(mRNA) from the peripheral blood mononuclear cells were also analyzed. Statistical
analysis was performed using parametric and non-parametric tests to compare the
results of the two groups and an analysis of covariance (ANCOVA) model was built
to analyze the interaction of selected variables with the FASN as dependent variable.
Results. There were 18 participants in the fish oil group and 20 in the placebo group.
No significant differences were observed in age, years of education, income, marital
status, smoking, presence of other diseases, menopausal status and physical activity
between groups. Most patients had infiltrating ductal carcinoma and 33.3% and 50%
of the fish oil and placebo group, respectively, had HER2 negative tumor. The
majority was were overweight and no difference in the dietary intake between groups
was seen. At baseline, serum fatty acids were different between groups, with 16:0
and 18:0 / 18:1 being significantly higher, and total polyunsaturated n-6 and n-6/n-3
lower in the fish oil group compared to placebo. After the intervention, there was a
significant increase in the amount of 22:6 n-3, 20:5 n-3, total n-3, and reduction of the
ratio n-6/n-3 in GO. At baseline, the FASN protein in serum of patients was 118.79 *
76.71 ng / ml, with no significant difference between groups. No difference was
observed in mRNA levels of FASN between groups. After de intervention, no intra or
inter group difference were observed in mMRNA or serum protein levels of FASN.
According to covariance analysis, BMI showed a negative interaction with the
response of FASN mRNA. Study groups, menopausal status and HER2 expression
showed no interaction with the FASN. No interaction of covariates with the results of
FASN in serum was observed.



Conclusion: In this study, the intervention performed with the supplement of fish olil
rich in n3 fatty acid resulted in no change of FASN transcript and corresponding
protein. However, negative interaction between BMI and FASN mRNA response was
observed.

Keywords: fatty acid synthase, fatty acid n-3, breast cancer, human.
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1 INTRODUCAO

Em todos os organismos, os acidos graxos de cadeia longa sao construidos
por uma sequéncia de reacles catalisadas por um sistema conhecido como &cido
graxo sintase (FASN — fatty acid synthase) (NELSON; COX, 2011). A FASN é um
complexo multienzimatico citosolico que catalisa a sintese de acido graxo de novo
utilizando acetil-CoA como iniciador, malonil-CoA como doador de carbonos e
nicotinamida adenida dinucleotideo fosfato (NADPH) como agente redutor, dando
origem ao palmitato (MENENDEZ; LUPU, 2007).

Na maioria dos tecidos humanos normais a FASN apresenta baixos niveis
de expressdo, tanto de seu gene como de sua proteina, pois as células usam
preferencialmente os &cidos graxos exdgenos em detrimento dos sintetizados
endogenamente para a sintese de novos lipidios estruturais (KUHAJDA, 2000).

Entretanto, diversos tumores e suas lesdes precursoras sofrem exacerbada
biossintese endégena de acidos graxos, independentemente dos niveis de lipideos
extracelulares. A maior parte dos acidos graxos produzidos endogenamente em
células cancerigenas é esterificada predominantemente a fosfolipidios e, portanto,
incorporados a lipideos de membrana durante a proliferacdo das células tumorais
(MENENDEZ; LUPU, 2007). No céancer, a alta expressdao da FASN tem sido
observada tanto em nivel de proteina, como de mRNA, sendo considerada um alvo
promissor para o tratamento de cancer, sendo a sua inibicdo sugerida como uma
forma de terapia anticancer (VAZQUEZ-MARTIN et al., 2009; WANG et al., 2008)

Tem sido observado que no cancer de mama, o tipo mais incidente entre as
mulheres, A FASN também estd super expressa, sendo encontrado altos niveis de

sua proteina no soro de portadoras do cancer (VAZQUEZ-MARTIN et al., 2009).
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Em estudo utilizando linhagem de células de cancer de mama, Menendez et.
al. (2004) avaliou o papel dos acidos graxos n3 e n6 na atividade enzimatica e
expressdo de proteina da FASN. Entre os acidos graxos testados o 18:3n3 e o
22:6n3 reduziram a atividade da FASN de forma significativa, tanto a expressao da
proteina do complexo enzimatico, como de sua atividade.

Outro estudo, realizado por Ravacci et. al. (2013), utilizou linhagem de
células de epitélio mamario, para verificar os efeitos da transformacdo oncogénica
que ocorre no cancer de mama devido a expressdo de HER2 (Human Epidermal
growth factor Receptor 2 — Receptor de fator de crescimento epidérmico humano 2).
Foi encontrado que nestas células a expressao da proteina da FASN era maior, e ao
tratar as células com acido graxo 22:6n-3 ocorreu reducéo da expressao da FASN. A
inibicdo da FASN ocasionou em inibicdo de HERZ2 e induziu a apoptose celular.

Dados de estudos experimentais realizados com animais mostram que o
20:5 n3 e 0 22:6 n3 também podem inibir o crescimento tumoral em modelos de
tumor mamario induzido, e ainda possuem o potencial para sensibilizar
diferencialmente tecidos de céancer a quimioterapia. Estes acidos graxos aumentam
a citotoxicidade de medicamentos anticancerigenos para uma variedade de linhas
de células cancerigenas e de tumores em animais, usados como modelos para o
cancer da mama, da prostata, do colon, pulméo, colo do Utero, cancer de ovario,
neuroblastomas, leucemia ou linfomas. (BOUGNOUX et al., 2006).

O cancer é uma das principais causas de morte de morte no mundo, sendo o
cancer de mama a principal causa de morte por cancer as mulheres, e diversos
estudos tem sido realizados no sentido de contribuir para um tratamento mais eficaz
da doenca. Considerando o papel da FASN e o potencial efeito dos acidos graxos n-

3 no cancer, o presente trabalho avaliou a influéncia do consumo de 6leo de peixe
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rico em acido graxo n-3 na FASN do soro e no nivel de seu transcrito nas células
mononucleadas do sangue periférico, em mulheres com diagndstico recente de

cancer de mama.



20

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Epidemiologia do cancer de mama

O céncer foi uma das principais causas de morte no mundo no ano de 2008,
ocasionando 7,6 milhdes de mortes (aproximadamente 13% de todas as causas de
morte), sendo cerca de 70% das mortes ocorridas em paises de médio e baixo
desenvolvimento econdmico. Cerca de 30% das mortes por cancer estao
relacionadas a fatores de risco comportamentais e dietéticos, como indice de massa
corporal elevado, baixa ingestdo de frutas e hortalicas, falta de atividade fisica,
tabagismo, e uso de alcool. E estimado que as mortes por cancer continuem
crescendo em todo o mundo, sendo esperado 13,1 milhdes de mortes para o0 ano de
2030 (WHO, 2013).

Os principais tipos de cancer com maior incidéncia de morte em 2008 foram
o de pulmao (1,37 milhdes), de estdbmago (736 mil), de figado (695 mil), de célon
(608 mil), de mama (458 mil) e colo de utero (273 mil) (WHO, 2013).

O céancer de mama ¢ o tipo diagnosticado com maior frequéncia e a principal
causa de morte por cancer em mulheres em todo o mundo, representando 23%
(aproximadamente 1,38 milhdes) do total de novos casos de cancer e 14%
(aproximadamente 458 mil) do total de mortes por cancer no ano de 2008.
Aproximadamente metade dos casos de cancer de mama e 60% das mortes foram
estimadas para ocorrer em paises em desenvolvimento (JEMAL, 2011).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2014 apontam a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil novos casos de céancer, incluindo os casos de pele nao

melanoma. Sem os casos de cancer de pele ndo melanoma, estima-se um total de
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394.450 casos novos. Os tipos mais incidentes serdo e o cancer de pele néo
melanoma, de mama, de colo do Utero, de colon e reto e de glandula tireoide para o
sexo feminino (MINISTERIO DA SAUDE, 2013b).

Para o ano de 2014 espera-se, para o Brasil, 57.120 casos novos de cancer
da mama. Sem considerar os tumores da pele ndo melanoma, esse tipo de cancer
também € o mais frequente nas mulheres das regides Sudeste com 30.740 novos
casos (71/100 mil), Sul com 10370 novos casos (70/100 mil), Centro-Oeste com
3.800 novos casos (51/100 mil) e Nordeste com 10490 novos casos (36/100 mil). Na
regido Norte é o segundo tumor mais incidente com a estimativa de 1720 novos
casos (21/100 mil) (MINISTERIO DA SAUDE, 2013b).

Entre os fatores de risco para o desenvolvimento de cancer de mama esta a
histéria familiar, especialmente se um ou mais parentes de primeiro grau (mée ou
irma) foram acometidas antes dos 50 anos de idade; a idade, havendo um aumento
rapido da incidéncia com o aumento da idade; a menarca precoce; a menopausa
tardia, instalada apds os 50 anos de idade; a ocorréncia da primeira gravidez apos
os 30 anos; a nuliparidade (MENKE et al., 2007).

Apesar de ser considerado um cancer de relativo bom progndstico se
diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade por cancer da
mama continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente pelo fato de a doenca
ainda ser diagnosticada em estadios avancados (MINISTERIO DA SAUDE, 2013a).

Para a deteccdo do cancer de mama recomenda-se: rastreamento por meio
do exame clinico da mama, utilizacdo de exames de imagem, como momografia e
ultrassonografia para confirmar ou ndo a suspeita de céncer a partir dos sinais
detectados no exame clinico e dos sintomas referidos pela paciente (MINISTERIO

DA SAUDE, 2013a).
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Os resultados do exame mamografico sdo classificados de acordo com o
Breast Imaging Reporting and Data System (BIRADS), publicado pelo Colégio
Americano de Radiologia (ACR) e traduzido pelo Colégio Brasileiro de Radiologia. O
objetivo do BIRADS consiste na padronizacao dos laudos mamograficos levando em
consideracédo a evolucdo diagnéstica e a recomendacdo da conduta, ndo devendo

se esquecer da histdria clinica e do exame fisico da mulher (MENKE et al. 2007).

Tabela 1 - Classificacdo BIRADS

BIRADS Achado mamogréfico Risco de malignidade
BIRADS 0 Necessidade de complementacéo —
BIRADS 1 Mamografia normal —
BIRADS 2 Achados benignos —
BIRADS 3 Achados provavelmente benignos 3%

Achados suspeitos para malignidade
BIRADS 4 A — Baixa suspeita 5%
(A, B,C) B - Intermediaria suspeita 25%
C — Moderada suspeita 70%
BIRADS 5 Achados altamente suspeitos para malignidade 85%
BIRADS 6 Malignidade ja comprovada

Fonte: Menke et al., 2007.

Se forem detectadas lesdes durante o rastreamento deve-se buscar a
confirmacédo do diagnodstico que pode ser citoldgico, por meio de puncdo aspirativa
por agulha fina (PAAF), ou histolégica, quando o material for obtido por puncéo,
utilizando-se agulha grossa (PAG) ou biopsia cirdrgica convencional, que permite

inclusive a dosagem de receptores hormonais (MINISTERIO DA SAUDE, 2004).
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2.2 Acido Graxo Sintase (FASN - fatty acid synthase)

Os acidos graxos cumprem um papel crucial em todos os seres vivos. Nos
animais, eles representam o principal estoque de energia, Sdo componentes
essenciais da estrutura das membranas, e como componentes de determinadas
moléculas de sinalizacao lipidicas, desempenham papéis importantes na regulacéo
metabdlica (VANCE; VANCE, 2004).

Atualmente, é conhecido que em todos 0s organismos, os acidos graxos de
cadeia longa séo construidos por uma sequéncia de reacdes catalisadas por um
sistema conhecido como acido graxo sintase (FASN — fatty acid synthase).
(NELSON; COX, 2011). Grande parte do progresso inicial para identificar as enzimas
envolvidas na via de biossintese de acidos graxos foi realizada utilizando
Escherichia coli. Todos os &tomos de carbono dos acidos graxos eram considerados
derivados do acetil CoA, um precursor de dois carbonos, até ter sido demonstrado
que CO, era necessario para a biossinteses de acidos graxos de novo, acreditava-se
que esta via utilizava enzimas da 3-oxidacdo operando no sentido contrario (VANCE;
VANCE, 2004).

Existem duas variantes da FASN: a FASN |, encontrada em eucariotos, e a
FASN I, encontrada em procariotos. A FASN | consiste de uma cadeia polipeptidica
multifuncional, com sete sitios ativos para reacdes distintas presentes em dominios
separados, que funciona como um homodimero. Ao contrario, a FASN Il consiste em
um sistema dissociado, em que cada etapa da sintese € catalisada por uma enzima
distinta, gerando intermediarios que podem ser desviados para outras vias
(NELSON; COX, 2011).

Recentemente, dois tipos de FASN foram reconhecidos em células

eucaridticas de mamiferos. A FASN tipo | ja extensamente descrita, que esta
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presente no citoplasma, responsavel pela biossintese de &cidos graxos de novo e a
FASN tipo Il presente na mitocOndria, responsavel por fornecer o precursor
necessario para a via da lipogénese (OLIVERAS-FERRAROS et al., 2009). Estudo
experimental in vitro de Zhang, Joshi e Smith (2003) identificou que a mitocondria
contém um sistema malonil-CoA dependente para a via de novo de sintese de
acidos graxos e que essas enzimas, distinto da tipo | encontrada no citoplasma, e
gue se assemelha a FASN Il presente em procariotos. Os seus produtos finais ainda
nao foram identificados, mas podem desempenhar um papel importante na funcao
mitocondrial.

No sistema FASN I, a sintese de acidos graxos leva a um uUnico produto, e
nao sao liberados intermediarios. Quando o comprimento da cadeia atinge 16
carbonos, este produto (palmitato, 16:0) deixa o ciclo (NELSON; COX, 2011).

A FASN | encontrada em células eucaridticas € um complexo
multienzimatico citosoélico que catalisa a sintese de acido graxo de novo utilizando
acetil-CoA como iniciador, malonil-CoA como doador de carbonos e nicotinamida
adenida dinucleotideo fosfato (NADPH) como agente redutor, dando origem ao

palmitato (Figura 1) (MENENDEZ; LUPU, 2007).
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Figura 1 - Sintese de &cido graxo de novo em células eucaribticas. Depois de
captada pela célula, a glicose é convertida a acetil-CoA pela glicélise e em citrato na
mitocondria. O citrato é transportado para o citoplasma onde € reconvertido a acetil-
CoA pela citrato

A cadeia polipeptidica multifuncional da FASN é composta por sete sitios
cataliticos: B-cetoacil-sintase (KS); malonil/acetil-CoA-tranferase (MAT); B-
hidroxiacil-desidratase (DH); enoil redutase (ER); B-cetoacil-redutase (KR); proteina
transportadora de grupos acila (ACP); tioesterase (TE), organizados em dois
homodimeros (NELSON; COX, 2011).

A sintese de acido graxo catalisada pela FASN envolve 0s seguintes passos:
iniciagdo, com a condensacdo de acetil-coA e malonil-coA catalisada pelo dominio
MAT; elongagéo, que consiste na repeticdo do ciclo de reducdo e desidratagcao
adicionando dois carbonos a cada ciclo, catalisada pela pelos dominios KS, KR, DH

e ER; terminacdo, com a liberagdo de palmitato, catalisada pelo dominio TE (LIU et.

al, 2010 ). Sdo necessarios sete ciclos de condensacao e reducdo para a producdo
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do palmitato (NELSON; COX, 2011), e utilizacdo de uma molécula de acetil-CcoA,
sete de malonil-coA, sete de ATP e quatorze de NADPH (LIU et. al, 2010).
A reacdo global catalisada pela FASN € representada pela seguinte

equacao:

Acetil-CoA + 7malonil CoA + 14NADPH + 14H* —>

Palmitato + 7CO, + 8CoA + 14NADP" + 6H,0

Em adultos saudaveis, a FASN é expressa principalmente em tecidos
lipogénicos, como figado e tecido adiposo, sendo sua expressdo regulada
principalmente por sinais nutricionais. Mudancas na ingestdo de nutrientes
ocasionam em mudancas nos niveis circulantes de glicose, que por sua vez
sinalizam a secrecdo de horménios. E conhecido que a quantidade de insulina
circulante é elevada quando ha ingestdo de uma dieta rica em carboidratos e induz a
transcricdo de enzimas envolvidas na sintese de acidos graxos. O glucagon, ao
contréario, é elevado durante o jejum e suprime a transcricdo das enzimas envolvidas
na biossintese de &cidos graxos pelo aumento do nivel de monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc) (SUL; WANG, 1998).

Além das mudancgas nos niveis circulantes de insulina e glucagon, o nivel de
hormonio tireoidiano também fica elevado em individuos bem alimentados. O
horménio tireoidiano estimula a transcricdo da FASN e provavelmente utiliza um
mecanismo independente do utilizado pela insulina, jA que seu efeito é sinérgico
guando ha a ingestdo de uma dieta rica em carboidratos (SUL; WANG, 1998).

A ingestao de acidos graxos poli-insaturado diminui a expresséao de diversos

genes envolvidos no metabolismo hepatico de lipidios, incluindo a transcricdo da
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FASN, embora no tecido adiposo, estes tipos de acidos graxos apresentam apenas
um pequeno efeito supressor na transcricdo da FASN. Os glicocorticoides também
regulam a expresséo da FASN, reduzindo a sua transcricdo (SUL; WANG, 1998).

No ciclo menstrual, a expressao da enzima é elevada na fase de proliferacao
do endométrio e diminui na fase secretéria. Glandulas proliferativas e células do
estroma tem um nivel elevado de FASN, bem como um elevado nivel de receptores
de estrogénio de progesterona, indicando que a expressdo de FASN pode ser
controlada por hormonios e esta associada com proliferacdo celular (PIZER et. al.,
1998).

Em glandulas mamarias sadias, a estimulacdo da expresséo e atividade da
FASN durante a gravidez e lactacdo envolve uma complexa interacdo entre diversos
horménios, incluindo prolactina, cortisol, insulina e progesterona (LIU et. al, 2010).

Como descrito acima, a expressao da FASN é regulada principalmente pelo
controle da taxa de transcricdo (SUL, 1998). De forma resumida, a expressao da
FASN é mediada por diferentes vias de sinalizagdo, como a da fosfatidilinositol-3
quinase/proteina quinase B (PI3BK/AKT) e proteina quinase ativada por
mitdgeno/sinalizacdo extracelular regulada por quinase (MAPK/ERK1/2), vias que
modulam a expressdo do fator transcricional elemento de ligacdo de proteinas
esterol responsivo (SREBP-1) para produzir SREBP-1c, que modula a expressao do
gene da FASN (OLIVERAS et. al., 2010).

No cancer € notavel que as células tumorais catabolizam glicose a uma taxa
gue excede a necessidade bioenergética. A este respeito, a glicélise exacerbada
ndo é somente uma importante fonte de energia para o tumor, mas também
proporciona importantes precursores para a sintese de acido graxo, através da via

das pentose fosfato, como o NADPH, que é utilizado como agente redutor na via de
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sintese. Neste cenario, a célula tumoral pode redirecionar o excesso de piruvato,
produto final da glicdlise, para a sintese de acido graxo de novo, que é necessaria
para manter um constante suprimento de lipidios e precursores lipidicos para a
producdo de membrana e modificacdo pds traducional de proteinas, baseada em
lipideos, em uma populacdo de células altamente proliferativas (MENENDEZ et. al.,
2009).

Diversos tumores e suas lesGes precursoras sofrem exacerbada biossintese
enddgena de 4&cidos graxos, independentemente dos niveis de lipideos
extracelulares. Em meados dos anos 1950, utilizando glicose marcada com carbono
14 (C'%, foi determinado que praticamente todos os &cidos graxos esterificados em
modelos de tumor foram derivados a partir de sintese de novo (MEDES; THOMAS,;
WEINHOUSE, 1953). Em contraste com células normais, esta sintese de &cido
graxo de novo pode ser responsavel por mais de 93% dos acidos graxos
triacilglicerdis nas células tumorais. Entretanto o aumento da lipogénese para a
biologia celular do cancer ndo era o foco de interesse até o inicio dos anos 1990. Em
1994, Kuhajda e colaboradores identificaram o OA (oncogenic antigen — antigeno
oncogénico) -519, uma molécula encontrada nas células de cancer de mama de
pacientes com prognostico ruim, que se verificou ser a FASN (KUHAJDA et. al.,
1994).

Os fatores de crescimento (GF — growth factor) e receptores de fatores de
crescimento (GFR - growth factor receptors) apresentam a maior contribuicdo, em
nivel transcricional, para a super expressao de FASN na célula tumoral. Tem sido
demonstrado que a expressdo da enzima € estimulada pelo fator de crescimento
epidérmico (EGF - epidermal growth factor), e por receptores de fator de

crescimento epidérmico (EGFR - epidermal growth factor receptor, também
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conhecido como ERBB1) e ERBB2 (também conhecido como HER2), que podem
levar a ativacao da via de sinalizacao de PI3K— Akt (MENENDEZ; LUPU, 2007).

Os GF e GFR também podem afetar a expressdo da FASN por meio da
cascata de sinalizacdo da MAPK/ERK1/2. Hormonios esteroides, incluindo
estrogénio, progesterona e androgénios também tém papel importante na regulacéo
da expressdo génica da FASN e na via biossintética da enzima, como parte da
resposta celular induzida por horménios levando a proliferacdo em tumores
responsivos a hormoénios. Os efeitos regulatérios dos hormdnios esteroides na
expressdo do gene da FASN, no sentido dos receptores de horménio esteroide,
receptores de estrogénios, receptores de progesterona e receptores de androgénio
também envolve a ativacdo da via de sinalizacdo PI3K-Akt e ERK1/2 (Figura 2)

(MENENDEZ; LUPU, 2007).
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Figura 2 - Via de regulacdo da FASN associada ao tumor. Em tecidos sensiveis a
horménios e tecidos lipogénicos, a expressao do gene da FASN é regulada por
horménios, carboidratos, acidos graxos e jejum. Esta regulagdo hormonal e
nutricional converge, a fosfatidilinositol - 3 - quinase (PI3K) e Akt - quinases
reguladas por sinais extracelulares (ERK1 e ERK2) cascatas de transducao de sinal
gue modificam a expressdao de SREBP1c. Em células tumorais, a expressado de
SREBP1c é impulsionada pela hiper ativacdo destas vias, incluindo superproducdo
de fatores de crescimento (GF , hiper ativacdo dos receptores de de fatores de
crescimento (GFRs). O precursor inativo SREBP1c (pSREBP1c) estd ancorado na
membrana do reticulo endoplasmatico (ER) .O lancamento do SREBP1c ativo
requer a ativacdo da proteina de clivagem de SREBP (SCAP), que forma um
complexo com pSREBP1c .Quando a demanda celular para acidos graxos
enddégenos aumenta , o complexo pSREBP1c - SCAP sai do ER para o aparelho de
Golgi para encontrar o sitio ativo de protease 1 (S1) , que cliva pSREBP1c em duas
metades que permanecem ligados na membrana . O sitio ativo de protease 2 (S2P) ,
em seguida, cliva o N -terminal de pSREBP1c, liberando a porcao citoplasmatica
(SREBP1c) para que ele possa viajar para o nucleo e transcrever o gene da FASN .
A, androgenos ; AR, receptores de andrégenos ; E2, estradiol ; ER, receptor de
estrégeno ; P, progesterona ; PR, receptores de progesterona; PRO, prolactina ;
PROR , receptores de prolactina. (MENENDEZ; LUPU, 2007)



31

Uma semelhanca entre a lipogénese neoplasica e o controle nutricional da
sintese enddgena de éacido graxo no figado e tecido adiposo € que a super
expressdo da FASN associada ao tumor ocorre preferencialmente por meio da
modulacdo da expressao do fator de transcricdo elemento de ligacdo de proteinas
esterol responsivo-1¢c (SREBP-1c), um intermediario crucial das acdes pro e anti-
lipogénicas dos nutrientes e horménios que estimulam a transcricdo da FASN
guando interage com o complexo SREBP no sitio de ligacdo do promotor da FASN.
(MENENDEZ; LUPU, 2007).

A FASN tem sua expressdo aumentada na situacdo de cancer e em trabalho
realizado por nosso grupo de estudo foi observado que em mulheres portadoras de
cancer de mama a concentracdo da proteina da FASN no soro foi significativamente
maior (132,51 +95,05 ng/mL) do que e mulheres saudaveis (36,88 + 20,87 ng/ml)
(HOFFMANN, 2011).

Outro estudo realizado em humanos avaliou a concentracdo da proteina da
FASN no soro de pacientes portadores de cancer colorretal em diferentes estagios
da doenca, a fim de avaliar de a concentracdo de FASN no soro poderia ser um
marcador tumoral de cancer. Os resultados mostraram que 0s niveis de proteina da
FASN no soro eram maiores nos estagios mais avancados da doenca, e estavam

associados com a presenca de metastase ( NOTARNICOLA et al., 2012).

2.3 Acidos graxos n-3 e cancer de mama

Diversos acidos carboxilicos foram inicialmente isolados de fontes naturais,
principalmente de gorduras, e por este motivo foram denominados acidos graxos.

Estes, geralmente monocarboxilicos, podem ser representados pela forma RCO2H.



32

Em sua maioria, o grupamento R € uma cadeia carbdnica longa, ndo ramificada,
com numero par de atomos de carbono, podendo ser saturada ou conter uma ou
mais insaturacdes (CURI et al., 2002).

Os acidos graxos podem ser classificados de acordo com o tamanho de sua
cadeia carbonica e pela presenca de insaturacdes. De acordo com o tamanho da
cadeia hidrocarb6nica podem ser denominados acidos graxos de cadeia curta, para
agueles que possuem de dois a quatro atomos de carbono; cadeia média, para
agueles que possuem de seis a dez atomos de carbono; ou cadeia longa, para os
que possuem acima de doze atomos de carbono. Segundo o0 numero de
insaturacdes da cadeia, podem ser denominados &cidos graxos saturados quando
nao ha insaturacdes, ou insaturados, quando possuem uma (monoinsaturados) ou
mais (poli-insaturados) insaturacées na molécula (CURI et al., 2002).

O homem é capaz de sintetizar os acidos graxos que necessita a partir de
palmitato, com excecdo dos &cidos graxos poli-insaturados n-3 e n-6. Estes sao
precursores de importantes moléculas sinalizadoras (prostaglandinas, tromboxanos
e leucotrienos), além de serem necessarios para a sintese de lipideos complexos,
particularmente no sistema nervoso (DEVLIN, 2007).

Em mamiferos, duplas ligacdes podem ser adicionadas apenas na metade
proximal dos acil graxo-CoAs, ndo podendo ser adicionadas depois do nono carbono
a partir do terminal metil. Em consequéncia, os acidos graxos linoleico (18:2 n-6) e
a-linolénico (18:3 n-3) sdo considerados essenciais e necessitam ser obtidos através
da dieta. No acido graxo linoleico, a dupla ligacdo distal esta a seis carbonos do
grupo metil, e é referido como n-6, ja o acido graxo a-linolénico, possui dupla ligacao

distal a trés carbonos do grupo metil, sendo denominado n-3 (DEVLIN, 2007).
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Ambos acidos graxos essenciais podem ser metabolizados para acidos
graxos de cadeia mais longa com 20 e 22 atomos de carbono (Figura 1). O &cido
linoleico € metabolizado a &acido araquidbnico e o acido a-linolénico, a acido
eicosapentandico (20:5 n-3) e acido docosahexanoico (22:6 n-3), aumentando o
comprimento da cadeia e o grau de instauracéo por adicdo de duplas ligacfes extras
no grupo carboxil (SIMOPOULOS, 1991)

Estes acidos graxos constituem um importante componente de todas as
membranas celulares e influencia sua fluidez e o comportamento de suas ligactes

com enzimas e receptores (WALL et al., 2010).

182 n-6 183 n-3
Acido linoleico Arido alfalinolénico
l Ab-desaturase
18306 18:4 n-3

Arido gama-linolénico

| corg |

203 n-6

Acido dihimo-gama-linolénico 20:4 n-3
l AS-desaturase l
204 n-6 20:5 n-3
Acido araquiddnico Acido eicosapentasnoico
l elongase
AB-desaturase
22:6n-3

Acido docosaedaencioo

Figura 3 - Biossintese de acidos graxos de cadeia longa por elongacédo e
desaturagao de acido graxo linolénico e a-linoleico (CHRISTIE, 2003).

Os acidos graxos 20:5 n-3 e 22:6 n-3 entram na cadeia alimentar através de

fitoplanctons marinhos, que por sua vez sdo consumidos por peixes e mamiferos
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marinhos (CATERINA, 2011). O conteudo de acidos graxos em animais marinhos
varia de acordo com a espécie e seu conteudo total de gordura, bem como a
localizac&o geografica das aguas que habitam. No entanto, como regra geral, peixes
de agua fria como atum, salméo, cavala, arenque e sardinha (peixes gordurosos)
contém maior conteudo de 20:5 n-3 e 22:6 n-3 ja que estocam lipidios na carne,
enguanto que peixes magros, como o bacalhau, estocam lipidios no figado e contém
menor quantidade de 20:5 n-3 e 22:6 n-3 (WALL et al., 2010).

Apesar dos efeitos dos lipidios dietéticos no desenvolvimento do cancer de
mama, 0s acidos graxos n-3 nao apresentam efeitos promotores de tumor
(WYNDER; ROSE; COHEN, 1986). No final da década de 1970, observou-se que as
mulheres japonesas tiveram menor risco de desenvolver cancer de mama do que as
mulheres em outros paises industrializados, sendo esta observacao atribuida ao alto
consumo de peixe por essa populacdo (BUELL, 1973). Metanalise recente concluiu
que a consumo de &cidos graxos n-3 na dieta pode reduzir o risco de
desenvolvimento de cancer de mama (ZHENG et al., 2013).

Estudos in vitro jA observaram que os acidos graxos 20:5 n-3 e 22:6 n-3
também podem ter um papel quando o cancer ja esta instalado, podendo reduzir a
viabilidade de células de cancer por meio dos produtos da peroxidacao lipidica.
Trabalho realizado por Chajes et al. (1995) com o objetivo de investigar possiveis
mecanismo envolvidos com a redugcdo da morbidade e mortalidade por cancer de
mama associados a presenca de acidos graxos poli-insaturados na dieta, tratou
linhagens de células de cancer de mama com acidos graxos n-3 e n-6 para observar
seus efeitos na proliferacdo celular. Foi observado que os acidos graxos 20:5 n-3 e
22:6 n-3 foram os mais efetivos em reduzir o crescimento celular. Outro estudo com

resultado semelhante, foi o realizado por Germain et al. (1998) que tratou linhagem



35

de células de cancer de mama com acidos graxos poli-insaturados durante 6 dias.
Foi observado que dentre os acidos graxos utilizados, o 22:6 n3 foi 0 mais efetivo
em aumentar a citotoxidade da droga doxorrubicina por meio da formacdo de
hidroperoxidos lipidicos, reduzindo assim a viabilidade celular.

Com o objetivo de avaliar a hipotese levantada por estudos experimentais,
de que os &cidos graxos poli-insaturados podem aumentar a sensibilidade dos
tumores as drogas utilizadas no tratamento do cancer, Bougnoux et al. (1999)
realizaram estudo prospectivo que avaliou a associacdo entre a concentracdo de
acidos graxos no tecido adiposo mamario e a resposta do tumor a quimioterapia, em
56 pacientes com cancer de mama. Foi observado que os niveis de acidos graxos n-
3 no tecido adiposo mamario foi maior no grupo de paciente que apresentou
resposta parcial ou completa ao tratamento quimioterapico, do que nas pacientes
que ndo apresentaram resposta ao tratamento ou apresentaram progressdo do
tumor. Dentre os &cidos graxos n-3 avaliados, somente o 22:6 n-3 foi
significativamente associado com a resposta do tumor ao tratamento, aumentando a
resposta do tumor a citotoxidade dos agentes utilizados durante o tratamento.

Além do efeito dos acidos graxos n-3 na prevencdo do cancer, € no tumor,
estudo in vitro mostram que estes acidos graxos também podem estar relacionados
com a expressao da FASN. Em trabalho realizado por Menendez et. al. (2004), foi
avaliado o papel dos acidos graxos n-3 e n-6 na atividade enzimatica e expressao de
proteina da FASN em linhagem de células de cancer de mama. Entre os acidos
graxos testados o 18:3 n-3 e 0 22:6 n-3 reduziram a atividade da FASN de forma
significativa em 61% e 37%, respectivamente, sendo o 18:3 n-6 foi 0 mais efetivo,
reduzindo em 75% a atividade da enzima. J& o 20:5 n-3, 18:2 n-6 e 20:4 n-6, ndo

apresentaram efeito. Os pesquisadores também avaliaram se os acidos graxos
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poderiam influir na expressao da proteina da enzina, e foi verificado que os acidos
graxos que reduziram a atividade da FASN, também reduziram a expressdo da
proteina.

Outro estudo, in vitro, realizado por Ravacci et. al. (2013), também observou
resultado semelhante do acido graxo 22:6 n-3 na expressao da FASN. Linhagem de
células de epitélio mamario, e uma linhagem de células epitélio mamario modificada
para super expressar HER2 (receptor de fator de crescimento epidérmico humano
2), foram tratadas com acido graxo 22:6 n-3 e foi observado reducdo da expressao

da proteina da FASN.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a influéncia do consumo de Oleo de peixe rico em acido graxo n-3 na
enzima acido graxo sintase (FASN) do soro e no nivel de seu transcrito nas células
mononucleadas do sangue periférico, em mulheres com diagndstico recente de

cancer de mama.

3.1 Objetivos especificos

e Quantificar a enzima FASN no soro do sangue periférico de mulheres
portadoras de cancer de mama recém diagnosticadas;

¢ Quantificar os niveis de transcrito (MRNA) da FASN por reacdo da polimerase
em cadeia em tempo real (QPCR) nas células mononucleadas do sangue
periférico de mulheres portadoras de cancer de mama;

e Avaliar o efeito da suplementacédo do 6leo de peixe rico em n-3 na FASN e no

seu transcrito, em mulheres com diagnéstico recente de cancer de mama.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo de intervencdo, randomizado, placebo controlado,

duplo-cego.

4.2 Aspectos éticos

O presente estudo faz parte do projeto intitulado “Efeito da suplementagéo
com acido graxo n-3 no estado nutricional, qualidade de vida, resposta imunitaria e
atividade da enzima &cido graxo sintase de pacientes portadoras de tumores de
mama em tratamento quimioterapico” aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade
de Saude da Universidade de Brasilia (CEP 072/09) e Comité de Etica da Secretaria
de Saude (protocolo n° 383/2011).

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado por todas as

pacientes antes destas iniciarem os procedimentos do estudo.

4.3 Amostra

As pacientes convidadas a participar do estudo foram captadas no servigco
de mastologia do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e do Hospital de Base do
Distrito Federal (HBDF) no periodo de fevereiro de 2012 & maio de 2013.

Foram selecionadas mulheres com idade entre 18 e 65 anos, com

diagnéstico de cancer de mama confirmado por biopsia realizada por meio de
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puncdo por agulha grossa, ou que apresentavam imagem mamografica com
classificacdo igual ou superior a BIRADS 4C (mamografia com 70% ou mais de
suspeita para malignidade) associado a exame clinico alterado, virgens de
tratamento e com indicacdo de cirurgia como tratamento inicial. Como critérios de
exclusdo foram considerados presenca de metastase, doenca reincidiva, com
indicacdo de tratamento de quimioterapia neoadjuvante, portadoras de marcapasso,
portadoras de doencas hematoldgicas ou outras alteragcbes que comprometessem
as analises laboratoriais, pacientes com impossibilidade de comunicacdo, de
realizacdo da avaliacdo de composicdo corporal, para aferir peso ou que
apresentassem edema de extremidade importante, e que apresentasse doenca
concomitante que contraindicasse o uso do suplemento.

Durante o atendimento ambulatorial realizado pelo mastologista, as
pacientes que apresentassem os critérios de inclusdo eram encaminhadas pelos
médicos as pesquisadoras para identificacdo de possivel critério de exclusdo e
realizacdo do convite para participacao do projeto.

Apbs aceitarem participar do estudo, as pacientes assinavam o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), e, quando necessario, era solicitado a
documentacdo necessaria para abertura de prontuario da paciente no HuB, onde
foram realizadas as coletas de dados e de amostras sanguineas em datas

previamente agendadas com as pacientes.
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4.4 Randomizacéao

A randomizacdo para os dois grupos de intervencado (6leo de peixe ou
placebo) foi realizada previamente por sorteio manual em grupos de dez, e
distribuidas de acordo com os numeros sequenciais de identificacdo das pacientes.

Todo o processo de randomizacéo foi realizado por técnico do Laboratorio
de Bioquimica do Nucleo de Nutricdo e um dos pesquisadores do projeto, que nao
tinha contato com as pacientes nem com as analises realizadas.

ApoOs a assinatura do Termo de Consentimento a paciente recebia um
namero de identificacdo. A sequéncia de randomizacao foi mantida em segredo até
o final do periodo de suplementacdo, sendo que nem a equipe de campo nem as

pacientes sabiam em qual grupo haviam sido sorteadas.

4.5 Suplementagéo

A suplementacdo foi realizada por um periodo de 30 dias, antes que as
pacientes fossem submetidas a cirurgia, periodo em que a maioria das pacientes
aguardava a confirmacdo de exames de biopsia definitiva e outros exames pré-
cirurgicos eram realizados.

As pacientes do grupo 6leo de peixe receberam por dia duas capsulas de 1g
de concentrado de 6leo de peixe da marca Maxomega™, totalizando 2 g por dia.
Cada capsula do suplemento continha 470mg de etil ésteres de 20:5n-3 (acido
eicosapentaendico - EPA) e 390mg de 22:6n-3 (acido docosahexaendico - DHA), e

correspondeu ao total de 1840mg de n3 por dia. O 6leo continha 0,32%(w/w) de d-
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alfa-tocoferol como antioxidante. O grupo placebo recebeu duas céapsulas de 1g de
6leo mineral com igual aparéncia do 6leo de peixe.

Todas as pacientes foram orientadas a consumir as capsulas duas vezes ao
dia, dividida em duas doses, sempre proximo as refeicoes.

A suplementacao foi realizada por um periodo de trinta dias, no qual as
pacientes recebiam as capsulas a serem consumidas em duas etapas de quinze
dias. Este procedimento foi realizado como forma de melhorar a adesdo das
participantes ao projeto, devido ao maior contato com as pesquisadoras durante o
trabalho, bem como para avaliar o consumo do suplemento, j4 que era solicitado que
estas retornassem os fracos entregues anteriormente com as capsulas que por

ventura nao tivessem sido consumidas.

4.6 Coletade dados

Ao ingressarem no projeto, era agendada com as pacientes a data de inicio
da suplementacédo que precedia da realizacdo da coleta de sangue, realizacao de
questionario socio econdmico e avaliacdo antropomeétrica.

Com as pacientes em jejum, era colhido aproximadamente 3ml de sangue
em frasco contendo anticoagulante EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid). Este
sangue era imediatamente transportado em refrigeracdo até o Laboratério de
Malaria da Universidade de Brasilia onde era centrifugado para separacédo do soro,
seguido de separacédo de células mononucleadas para realizacdo, para realizacéo
de analises posteriores. As amostras eram armazenadas a temperatura de -70°C por

até um més, até a realizacdo das analises.
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Para a avaliacdo antropométrica foi realizado afericdo de peso em balanca
Toledo®, com capacidade de 200Kg e precisdo de 100g; altura, utilizando
estadiométro de metal, com 200cm e precisdao de 1mm, acoplado a balanca;
circunferéncia da cintura, medida com fita métrica inelastica de material plastico com
2mm de preciséo; e bioimpedancia elétrica, realizada com instrumento BIA quantum
Il (RJL Systems), com frequéncia de 50khz.

Foi também realizada avaliacdo do consumo alimentar por meio de
recordatério alimentar, por telefone, em dois dias ndo consecutivos, baseado no
método de multiplas passagens proposto pelo Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos da América (USDA) (CONWAY et al., 2003). Foram considerados
para fins deste estudo os valores de consumo de energia total, carboidratos,
proteinas, lipidios totais, &cidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-
insaturados. Foram também estimados os consumos individuais de alguns acidos
graxos como o 16:0, 18:0, 18:1, 20:5 n-3 e 22:6 n-3.

Também foram colhidas informacdes das pacientes bidpsias das pacientes,
em prontuario, a fim de observar os resultados de classificacdo histolégica do tumor,
analise imunohistoquimica de HER2 (receptor de fator de crescimento epidérmico
humano 2), receptoe de estrogénio (RE) e receptor de progesterona (RP).

Ao final da suplementacéo, foram repetidas a coleta de sangue, avaliacéo

antropomeétrica e recordatorio alimentar.

4.7 Separacgao de células mononucleadas do sangue periférico

O isolamento das células mononucleadas do sangue periférico colhido das

pacientes foi realizado por meio de separacdo por gradiente de densidade em
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suspensdo de Histopaque ® - 1077 (Sigma- Aldrich), segundo protocolo do
fabricante. O critério de escolha do reagente considerou sua baixa contaminacao por
hemacias no isolado celular, que podem interferir nas analises.

Para a separacdo das células foram utilizados 3ml de Histopaque ® , em
temperatura ambiente, para aproximadamente 3ml de sangue total, e centrifugado a
400 x g por 30 minutos em temperatura ambiente. Centrifugacédo realizada a
temperaturas mais baixas, como 4°C, poderiam resultar em aglutinacao celular e
menor recuperacao das células.

Apos a centrifugacdo eram formadas quatro fases: soro, células
mononucleadas, Histopague ® e hemacias. As células monucleadas foram
aspiradas com pipeta descartavel de 2ml e ressuspendidas em 10 ml de PBS
(phosphate buffered saline solutions) em um novo tubo para lavagem. Apés
centrifugagéo a 250 x g por 10 minutos, o sobrenadante era descartado e as células
eram ressuspendidas em 5ml de PBS para nova lavagem.

Ao final da segunda lavagem, as células separadas eram estocadas em
1000ul de Trizol Reagent® (Sigma-Aldrich) e armazenadas em freezer a

temperatura de -70°C, por até um més.

4.8 Determinacdo dos niveis de transcrito do gene da FASN (acido graxo

sintase)



44

4.8.1 Extracdo de RNA Total e Sintese de cDNA

A extracdo de RNA total das células mononucleadas do sangue periférico foi
realizada utilizando Trizol Reagent® (Sigma-Aldrich) de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

As células foram homogeneizadas em Trizol Reagent® (1 ml para 5-10 x 10°
células), logo apds a separacdo destas e estocadas a -70°C até a realizacdo da
separacao do RNA.

Apos serem descongeladas, era adicionado as amostras 200ul de
cloroférmio, e estas eram incubadas por 3 minutos a temperatura ambiente e em
seguida centrifugadas a 12000 x g por 15 minutos a temperatura de 4°C para
separacao da fase organica (contendo proteina), uma interfase (contendo DNA) e
fase aquosa (contendo RNA). A fase aquosa era transferida para um novo tubo e em
seguida, adicionado 500ul de &lcool isopropilico e a amostra centrifugada a 12000 x
g por 10 minutos a temperatura de 4°C para isolar o RNA. Ao pellet de RNA formado
era adicionado 1ml etanol 75% e centrifugado a 7500 x g por 5 minutos, para
remocao de impurezas. Apés a lavagem, o pellet era seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em 20 ul agua de agua mili-Q, e estocado a -70°C.

A concentracdo do RNA total era determinada por leitura a 260 nm em
espectrofotometro (UV-1800 UV-VIS Spectrophotometer, Shimadzu, Kyoto, Japéo),

e dada pela formula:

Concentragao de RNA (pg/ml) = Azeo X 40 x fator de diluicdo
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Onde, Azso € absorbéancia da amostra a 260nm, 40 é o coeficiente médio de
extincdo do RNA (Azevedo et al., 2010).

O grau de pureza das amostras de RNA também foi determinado por
espectrofotometria calculando a razdo das absorbancias a Azs/Azgonm para
verificacdo de contaminacédo com proteinas (Azevedo et al., 2010).

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 2ug de RNA total
utilizando o kit High Capacity cDNA (Applied Biosystems), de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

Era preparada uma reagao com volume final de 20ul e esta era incubada em
termociclador a 25°C por 10 minutos, a 37°C por 120 minutos, a 85°C por 5 minutos,
e resfriado a 4°C para ser estocado.

Foi realizada reacdo de sintese de cDNA sem a enzima transcriptase
reversa como controle negativo e uma aliqguota da amostras foi submetida a reacao
da polimerase em cadeia em tempo real (QPCR) para verificar auséncia de

contaminacgao por DNA gendmico.

4.8.2 Determinacao dos Niveis de mRNA do Gene FASN

As concentragOes relativa de mRNA do gene FASN, foi determinada pela
amplificacéo utilizando-se o sistema de reacédo da polimerase em cadeia em tempo
real (QPCR; 7500 Fast Real-Time PCR System,Applied Biosystems). A qPCR foi
realizada utilizando 1ul de cDNA, 5 pl de SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems) e 500 nmol/L (concentracéo final) de cada iniciador (Tabela 2), com

volume final de 10ul.
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Tabela 2 - Sequéncia dos iniciadores utilizados para ensaio gPCR para 0s genes

FASN e Actb
Numero de Referéncia
Gene Sequéncia dos iniciadores (5’-3’) acesso do
GenBank
GTGAGGCTGAGGAGAC (forward) Wang et al.,
FASN  GGCACGCAGCTTGTAGTAGA (reverso)  WM-_004104 5508
Actb CATGTACGTTGCTATCCAGGC (forward) NM_001101 Applied

CTCCTTAATGTCACGCACGAT (reverso) Biosystems®

A deteccéo do gene de interesse foi realizada empregando-se um sistema
de reacédo de 40 ciclos (desnaturacdo: 95° C por 15 s; anelamento/extenséo: 60° C
por 60 s; estagio da curva de dissociacdo: 95° C por 15 s, 60° C por 60 s, 95° C por
15 s e 60° C por 15 s). Todas as reacdes foram feitas em triplicata e a amplificacéo e
especificidade de cada produto amplificado foi verificada a partir da curva de
dissociacao.

A eficiéncia de amplificacdo da gPCR (reacdo da polimerase em cadeia em
tempo real) foi avaliada através da realizacdo de curvas padrdo para o fragmento
amplificado nas seguintes diluices: 1:5; 1:10; 1:20; 1:50; 1:100; 1:150; 1:250.

Para determinacdo da eficiéncia das reacoes, curvas-padrdo de cada gene
de interesse foram construidas a partir do valor do ciclo de amplificacéo (CT) versus
log da concentragdo de cDNA e a eficiéncia foi determinada a partir do valor do

coeficiente angular da reta, pela equagéo:

E (%) = (10 -1/inclinagédo - 1) x 100

Onde, E corresponde a eficiéncia da reacéo, e a inclinacdo corresponde ao valor do

coeficiente angular da reta. A eficiéncia da gPCR (reacao da polimerase em cadeia

em tempo real) foi considerada valida entre 90 a 110%. No presente trabalho a
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eficiéncia da reacéo para amplificacdo do gene da FASN foi de 99%, e de 98% para
Actb.

A expressao génica relativa foi calculada utilizando o método 2-AACT
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). A expressdo dos genes foi calculada utilizando os
valores do CT e os resultados de expresséo génica foram expressos como 0 humero
de vezes expresso em relacdo ao controle enddgeno. Todas as amostras foram
realizadas em triplicatas e normalizadas em relagdo ao gene constitutivo B-actina

(Actb).

4.9 Determinacdo dos niveis séricos de FASN por ensaio imunoenzimatico

(ELISA)

A quantificagdo da enzima FASN no soro das pacientes foi feita através do
kit.: FASN-detect™ ELISA (FASNgen, Baltimore, USA). A leitura das placas foi
realizada no leitor SPECTRAmax 190 para ELISA. Todo o protocolo utilizado seguiu
os procedimentos descritos pelo fabricante.

Foram adicionados 100ul de amostra e 100ul de cada padrdo a placa de
diluicdo e adicionado 100ul do diluente contendo anticorpo de deteccdo marcado
com biotina. Uma aliquota de 150ul desta solucdo foi acondicionada a placa de
captura de 96 pocos e incubada em agitador por 90 minutos a temperatura
ambiente. ApOs o periodo de incubagéo as placas foram lavadas cinco vezes com
tampéo de lavagem. 100ul do conjugado da enzima FASN foram adicionados a cada
poco e incubados durante 60 minutos em agitador a temperatura ambiente. As
placas foram novamente lavadas com o tampéao por cinco vezes. Foram adicionados
100pl do substrato tetrametilbenzidina (TMB) a cada poco e o material foi incubado

em agitador durante 15 minutos a temperatura ambiente. A reacao foi interrompida
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com a adicdo de 100ul de solucédo de parada. As placas foram lidas a 450nm de

absorbancia.

4.10 Andlise de acidos graxos de fosfolipidio sérico

Para a analise dos acidos graxos no soro sanguineo foi utilizado 1ml de
amostra, descongelada em temperatura ambiente. A extracdo de lipidios totais
seéricos foi realizada de acordo com o método de Folch, Less, Stanley (1957) com
5ml de solucao cloroférmio-metanol 2:1 (v/v). A mistura foi agitada por 1 minuto e
centrifugada por 5 minutos a 2500rpm em temperatura ambiente, para separacao
em fases. A fase organica inferior, que contem os lipidios, foi filtrada em filtro de
papel com 110mm de diametro e transferida para tubo previamente pesado. Em
seguida, o solvente foi evaporado sob N, gasoso e deixado em dessecador por 40
minutos. O total de lipidios/ml de soro foi determinado gravimetricamente e foram
adicionados 50 pl de hexano ao total de lipidio extraido.

A partir do total de lipidios extraidos, a fracdo fosfolipidica sérica foi
separada por cromatografia de camada delgada (CCD) de silica-gel, com sistema de
solventes: hexano: éter dietilico: acido acético (80:20:2 v/v/v) de acordo com a
metodologia de Christie (2003). Foram utilizadas placas cromatograficas
unidimensionais 20X20 cm, impregnadas com silica-gel e com indicador fluorescente
(Analtech, Ine Newark, Dinamarca). A limpeza prévia das placas foi feita com
solucéao de cloroférmio-metanol (1:1, v/v) em cuba cromatografica de vidro (27,5 x
27,5 x 7,5 cm; Sigma-Aldrich) com fluxo ascendente de solventes até o seu limite
superior. Em seguida, as placas foram ativadas em estufa térmica a temperatura de

100° C durante 40 minutos. Em cada placa ativada foram marcados os pontos e
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faixas de aplicacdo e os respectivos limites da corrida cromatografica com lapis
grafite comum. Em seguida, foi aplicado o total de lipidio extraido por faixa da placa
utilizando seringa vitrea de microvolume de 10 pl. As placas foram submetidas a
acao capilar do sistema de solventes para lipidios neutros em cuba cromatografica
de vidro até o limite superior de 1,5 cm por aproximadamente 50 minutos. As bandas
de fosfolipidios foram identificadas sob luz ultravioleta, removidas das placas e
transferidas para tubos de vidro com auxilio de funil de vidro. Os fosfolipidios de
cada amostra foram eluidos em solucdo de cloroférmio-metanol (2:1, v/v), agitados
por 1 minuto e filtrados em filtro de papel com 110mm de diametro.

Foram adicionados no filtro 1ml de cloroférmio el ml de KCL (0,88%) em
solucdo aquosa na amostra. A mistura foi agitada por 1 minuto e centrifugada por 5
minutos em temperatura ambiente a 2500rpm, para separacdo em duas fases. A
fase organica inferior, que contem os fosfolipidios, foi transferida para um tubo de
vidro e o solvente foi evaporado sob N.

Os acidos graxos dos fosfolipidios foram esterificados por metilacdo acida.
Foram adicionados 1,5ml de metanol e 300 ul de HCI a 8% em metanol a amostra
de fosfolipidios. A mistura foi agitada em vortex por 1 minuto e em seguida
submetida a temperatura de 100°C por 60 minutos. Em seguida a amostra foi
resfriada rapidamente em agua corrente e foi adicionado 1ml de hexano e 1 ml de
agua destilada. Apos agitacao em vortex foi retirada a fase superior (hexano), feita a
secagem em nitrogénio e em seguida eluicdo em 100ul de hexano. A amostra de
metil-esteres de acidos graxos foi transferida para vial e armazenada a temperatura
de -20°C para posterior analise por cromatografia gasosa.

Para a analise por cromatografia gasosa, foi utilizado o volume de injecao de

1pl da amostra de metil-ésteres de acidos graxos em cromatografo a gas (Shimadzu
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modelo 17A). A separacéo foi feita utilizando coluna capilar flexivel de silica de alta
resolucdo, com dimensao de 100m comprimento x 0,25 mm de diametro interno. A
coluna de 100m foi utilizada por ser recomendada para a separacdo de isémeros
trans. O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio e os gases responsaveis pela
manutencdo da chama foram o oxigénio e o nitrogénio.

O detector do cromatografo foi por ionizacdo de chama (FID - Flame
lonization Detector) que, juntamente com o injetor foi mantido a 250°C. O gradiente
de temperatura utilizado foi 125°C por 3 minutos, 125-170°C a 10°C por minuto,
170°C por 5 minutos, 170-175°C a 5°C/minuto, 175°C por 1 minuto, 175-185°C a
2°C/minuto, 185°C por 1 minuto, 185-195°C a 1°C/minuto, 190°C por 1 minuto, 190-
240°C a 5°C/minuto, 240°C por 8 minutos. O tempo de corrida foi de
aproximadamente 45 minutos.

O injetor foi utilizado em modo split (1:50), os acidos graxos foram
identificados por comparacdo com o tempo de retencdo de padrdes de &cidos
graxos (Sigma®), utilizados como padrdes externos. Os resultados foram expressos
em percentual de area de deteccdo do acido graxo em relacdo a area total dos

acidos graxos identificados nos cromatogramas.

4.11 Analise dos dados

A digitagdo do banco de dados e as andlises estatisticas foram realizadas
com o pacote estatistico SPSS 19.0 para Windows. A normalidade da distribuicéo
dos dados foi avaliada utilizando-se os testes Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk.

Os resultados das analises descritivas foram apresentados em

percentagens, médias e desvio padrao. Os Testes Qui-quadrado e Exato de Fisher
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foram aplicados para testar as diferencas entre as variaveis categéricas no momento
basal entre os grupos de tratamento. O teste T de Student ou de Mann Whitney foi
utilizado para comparar desfechos continuos intergrupos se distribuicdo simétrica ou
assimétrica, respectivamente. Teste T pareado foi aplicado para detectar diferencas
intragrupo nos momentos basal e final quando variavel de desfecho apresentou-se
simétrica.

Foi utilizado como nivel de significancia valores de p < 0,05.
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Um total de 108 pacientes selecionadas de acordo com os critérios de

inclusdo e exclusdo foram convidadas para participar do estudo (Figura 4). Destas,

27 recusaram participar, por ndo apresentarem interesse no estudo (n=20), por

dificuldades em comparecer as avaliacdes (n=6), ou por nao residirem no Distrito

Federal (n=1).

Convidadas

(n=1

08)

Recusaram (n=27)

Néo teve interesse (n=20)

Dificuldade para ir as avaliactes (n=6)
Residéncia em outro Estado (n=1)

Receberam

informacéo

e assinaram c TCLE
(n=81)

Excluidas (n=29)

Néo compareceram a coleta (n=5)
Intervalo entre diagndéstico e inicio do
tratamento < 30 dias (n=16)

Desistiu de participar (n=4)

Randomizadas

( =

52)

Oleo de peixe
(n=24)

Excluidas (n=6)
Intolerdncia ao suplemento (n=1)

Mudanca de tratamento clinico (n=2)
Biopsia negativa (n=3)

Figura 4 - Fluxograma do recrutamento e randomizacéo de pacientes envolvidas
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Portanto, 81 pacientes consentiram participar do estudo. Entretanto, destas,
29 foram excluidas antes da randomizacao por ndo comparecerem a primeira coleta
de dados (n=5), por iniciarem o tratamento antes dos 30 dias necessarios para a
suplementacdo (n=16), ou por desistirem de participar da pesquisa (n=4). No total,
52 pacientes foram randomizadas. Deste total, 7 pacientes foram excluidas durante
0 estudo por apresentaram intolerancia a intervencdo (n = 2) ou por mudanca de
tratamento clinico inicialmente previsto (n = 5). Completaram o estudo 45 pacientes,
dos quais 7 tiveram confirmacédo de biopsia negativa para cancer de mama. Assim,
38 pacientes foram incluidas nas anadlises finais que apds abertura do cegamento
se dividiram em 18 pacientes suplementadas com Oleo de peixe e 20 no grupo
placebo.

Néao foram observadas diferencas significativas na idade, anos de estudos,
renda, estado civil, consumo de tabaco, presenca de outras doencas, estado de
menopausa e pratica de atividade fisica entre os grupos 6leo de peixe ou placebo
(Tabela 3).

Entre as caracteristicas clinicas observadas, a maioria das pacientes
apresentou carcinoma ductal infiltrante, de acordo com a classificacdo histoldgica,
representando 55% das mulheres do grupo Oleo de peixe e 65% das mulheres do
grupo placebo. Também foi observado que a maioria das pacientes, em ambos o0s
grupos, apresentavam cancer positivo para receptores de estrogénio (RE), sendo
66,7% no grupo 6leo de peixe e 65% no grupo placebo, e para receptores de
progesterona (RP), sendo 61,1% no grupo 6leo de peixe e 50% no grupo placebo

(Tabela 4).
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Tabela 3 - Perfil sécio-demografico das pacientes portadoras de cancer de mama

incluidas no estudo, randomizadas para 0s grupos 0leo de peixe e placebo.

Oleo de peixe Placebo
n=18 n=20 P

Idade em anos (média + DP) 48,1+8,70 53,4+7,75 0,058
Anos de estudo (média + DP) 6,7+4,0 9,2+4,0 0,092
Renda em reais (média + DP) 14284937 17074943 0,392
Estado civil % (n) 0,615
Solteira 16,7 (3) 15 (3)
Casada 66,7(12) 50 (10)
Divorciada/ vidva 16,6 (3) 35 (7)
Fumante % (n) 0,822
Nunca fumou 50 (9) 55 (11)
Ex-fumante 27,8 (5) 30 (6)
Fumante 22,2 (4) 15 (3)
Doencas associadas % (n) 0,846
Diabetes/ Dislipidemia 11,1 (2) 10 (2)
Hipertensdo 22,2 (4) 30 (6)
Outras 28,8 (7) 30 (6)
Nenhuma 22,2 (4) 30 (6)
Menopausa % (n) 0,320
Sim 50 (9) 70 (14)
Nao 50 (9) 30 (6)
Préatica de atividade fisica % (n) 0,626
1 a 2 vezes por semana - 10 (2)
3 a 4 vezes por semana 11,1 (2) 5(1)
Mais de 5 vezes por semana 22,2 (4) 15 (3)
Nunca 66,7 (12) 70 (14)
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Tabela 4 - Caracteristicas clinicas das pacientes incluidas no estudo, randomizadas

para os grupos 6leo de peixe e placebo

Grupos
Oleo de peixe Placebo
n=18 n=20 P

Classificacao histoldgica % (n) 0589
Carcinoma ductal in situ (CDIS) 17 (3) 5()
Carcinoma ductal infiltrante (CDI) 55 (10) 65 (13)
CDI + CDIS 11 (2) 5(1)
s/ informacéo 17 (3) 25 (5)
HER2 % (n) 0600
HER2+ 33,3 (6) 25,0 (5)
HER2- 33,3 (6) 50,0 (10)
s/ informacéo 33,3 (6) 25,0 (5)
RE % (n) 1,000
RE + 66,7 (12) 65,0 (13)
RE - 11,1 (2) 10,0 (2)
s/ informagéo 22,2 (4) 25,0 (5)
RP % (n) 0.830
RP + 61,1 (11) 50,0 (10)
RP - 16,7 (3) 25,0 (5)
s/ informagéo 22,2 (4) 25,0 (5)

RE: receptor de estrogénio; RE+: biopsia positiva para receptores de estrogénio; RE-: biopsia
negativa para receptores de estrogénio; RP: receptor de progesterona; RP+: bidpsia positiva para
receptores de progesterona; RP-: bidpsia negativa para receptores de progesterona; HER2: receptor

de fator de crescimento epidérmico humano 2; HER2+: bidpsia positiva para receptores de fator de
crescimento epidérmico humano 2; HER2-: bidpsia negativa para receptores de fator de crescimento
epidérmico humano 2.

A tabela 5 apresenta os dados antropométricos e dietéticos das
participantes. Em ambos o0s grupos, a maioria das mulheres apresentaram
sobrepeso ou obesidade, de acordo com a classificacdo de IMC, sendo 78% das

mulheres do grupo 6leo de peixe e 70% das mulheres do grupo placebo.
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Tabela 5 - Estado nutricional e consumo dietético das pacientes incluidas no estudo,

randomizadas para 0s grupos 0leo de peixe e placebo.

Grupos
Oleo de Peixe Placebo P
(n=18) (n=20)
(médiatDP) (médiatDP)

Antropometria
Peso (kg) 69,81+12,87 66,1+8,21 0,294
IMC (Kg/m?) 28,39+5,58 27,24+3,38 0,441

Eutrofia % (n) 22 (4) 30 (6) 0,916

Sobrepeso % (n) 45 (8) 45 (9)

Obesidade % (n) 33 (6) 25 (5)
Circunferéncia da cintura 95,93+13,31 92,97+7,66 0,411
% Gordura corporal 37,11+8,77 38,66+5,63 0,599
Consumo dietético
Energia (Kcal) 1400+374 1251+410 0,250
Kcal/ kg 21+5 29+6 0,371
Carboidratos (g) 183+68 160451 0,520
Proteinas (g) 63+17 54+21 0,173
Lipidios (g) 50+19 44,70+20 0,365
Fibra (g) 13+6 1245 0,681
Acidos graxos saturados (g) 13+7 1045 0,293
Acidos graxos monoinsaturados (g) 1446 12+6 0,483
Acidos graxos poliinsaturados (g) 9+3 1047 0,704
16:0 () 74 613 0,397
18:1 (g) 13+6 11+6 0,483
18:0 (g) 3+2 3+1 0,447
20:5 n-3 (g) 0,04+0,10 0,006+0,006 0,494
22:6 n-3 (q) 0,11+0,29 0,02+0,01 0,242

DP — desvio padrdo; 16:0 — &cido palmitico; 18:0 — acido esteérico; 18:1 — &cido oleico; 20:5 n-3 —
acido eicosapentaenoico; 22:6 n-3 — acido docosaexaenoico.

N&o se verificou diferenca no consumo de nutrientes entre os dois grupos
pesquisados. O consumo energético diario médio, antes da suplementacéo, foi de
1400+374 Kcal entre as pacientes do grupo 6leo de peixe e 1251+410 Kcal no grupo
placebo, sem diferenca significativa entre os grupos. O consumo médio de acidos
graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados foi de 13+7g, 14+6g e 9+3g,
respectivamente, no grupo 6leo de peixe, e 10£5g, 12+6g e 10+7g, respectivamente,
no grupo placebo. O consumo de 16:0 foi de 7+4g no grupo 6leo de peixe e 6+x3g no

grupo placebo, sem diferenca significativa entre as médias (Tabela 5).
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O consumo médio inicial de 20:5 n-3 foi de 0,04+0,10g no grupo Oleo de
peixe e 0,006+0,006g no grupo placebo, e de 22:6 n-3 foi de 0,11+0,29g e
0,02+0,01g, no grupo Oleo de peixe e no grupo placebo, respectivamente, sem
diferenca significativa entre as médias (Tabela 5).

Com relacdo a composicdo de acidos graxos dos fosfolipidios plasmaticos
(Tabela 6), antes da intervencdo, o grupo 6leo de peixe apresentou prevaléncia
significativamente maior de 16:0 (31,08t7,25%) do que o grupo placebo
(26,05+4,74%) (p=0,016). Nao foi observada diferenca no total de acidos graxos
saturados entre os grupos. Em relacéo ao total de acidos graxos poli-insaturados, o
grupo placebo apresentou média significativamente maior (32,62+6,31%) do que o
grupo 6leo de peixe (27,23+8,81%) (p=0,038). Ainda, no grupo placebo, a média de
acidos graxos n-6 (28,89+5,44 %) foi significativamente maior quando comparado
com o grupo 0leo de peixe (22,95%9,27%) (p=0,021), bem como apresentou razao n-
6/n-3 significativamente maior (8,79+3,37%) do que o0 grupo Oleo de peixe
(6,62+3,02%) (p=0,049). Foi observada também, diferenca significativa entre os
grupos na razdo de acidos graxos 18:0/18:1, sendo maior no grupo 6leo de peixe
(4,55+2,29%) comparado com o grupo placebo (2,92+1,21%) (p=0,008).

Antes da suplementacéo, o acido graxo 20:5 n-3 representava 0,69+0,85%
dos fosfolipidios séricos, no grupo 6leo de peixe, e 0,43+£0,48% no grupo placebo. O
acido graxo 22:6 n-3 representava 3,54+2,32% no grupo oleo de peixe e 3,22+1,60%
no grupo placebo. Para ambos &cidos graxos, ndo foi observada diferenca
significativa nas médias encontradas. ApoOs a intervencdo, no grupo 0Oleo de peixe,
houve aumento na quantidade de 22:6n-3 (4,51+4,59%; p=0,063), e aumento
significativo da quantidade de 20:5n-3 (1,52+0,77%; p=0,005). Também foi

observado, como esperado, aumento da média de n-3 total (p=0,004) e reducédo da
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razdo n-6/n-3 (p=0,002). Os resultados dos acidos graxos poli-insaturados apds a
intervencdo sdo condizentes com o efeito esperado da suplementacdo, na qual os
acidos graxos foram incorporados nos fosfolipidios séricos do grupo suplementado

com 6leo de peixe.
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Tabela 6 - Composicdo de &acidos graxos dos fosfolipidios plasmaticos, em

percentual, das pacientes randomizadas de acordo com 0s grupos de estudo.

Grupos
Oleo de Peixe (n=18) Placebo (n=20) P
(médiatDP) (médiatDP)
16:0 - 4cido palmitico
Inicial 31,08+7,25 26,05+4,74 0,016
Final 30,1746,0 25,91+4,60 0,020
p-valor 0,573 0,842
18:0 - 4cido esteérico
Inicial 16,67+1,46 15,80+2,35 0,211
Final 17,3243,23 15,80+2,35 0,144
p-valor 0,381 0,852
18:1 9c - &cido oleico
Inicial 4,36+1,65 5,73+1,55 0,130
Final 4,53+1,68 5,37+1,48 0,118
p-valor 0,608 0,305
20:4 n-6 - 4&cido araquiddnico
Inicial 8,56+4,09 10,61+2,80 0,081
Final 8,07+2,81 10,31+2,76 0,020
p-valor 0,479 0,557
20:5 n-3 - 4cido eicosapentaenoico
Inicial 0,69+0,85 0,43+0,48 0,285
Final 1,52+0,77 0,85+0,94 0,010
p-valor 0,005 0,171
22:6 n-3 - acido docosaexaenoico
Inicial 3,54+2,32 3,22+1,60 1,00
Final 4,51+4,59 3,90+2,18 0,374
p-valor 0,063 0,212
AG saturados
Inicial 59,56+10,57 54,32+7,71 0,091
Final 58,6246,93 54,92+52,51 0,116
p-valor 0,726 0,756
AG monoinsaturado
Inicial 11,6445,67 10,97+4,02 0,831
Final 10,45+2,67 10,13+2,68 0,726
p-valor 0,298 0,351
AG poli-insaturados
Inicial 27,23+8,80 32,62+6,31 0,038
Final 29,28+7,45 33,2616,59 0,094
p-valor 0,263 0,579
Total n-3
Inicial 4,27+2,16 3,72+1,83 0,408
Final 6,17+2,33 4,85+2,87 0,138
p-valor 0,004 0,138
Total n-6
Inicial 22,95+9,27 28,8915,44 0,021
Final 23,10+6,17 28,41+6,15 0,013
p-valor 0,935 0,661
Razéo n-6/n-3
Inicial 6,62+3,02 8,79+3,37 0,049
Final 4,15+1,71 7,08+3,57 0,004
p-valor 0,002 0,170
Raz&o 18:0/18:1
Inicial 4,55+2,29 2,92+1,24 0,008
Final 3,52+1,76 3,56+2,95 0,165

p-valor 0,758 0,467
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Com relacdo a enzima FASN, inicialmente, a média da concentracdo da
proteina no soro foi de 118,79+76,71ng/ml, sendo de 128,94+72,86ng/ml no grupo
Oleo de peixe e 109,66+£80,77ng/ml no grupo suplementado, sem diferenca entre os
grupos (Figura 5).

Apoés a suplementacdo a média dos valores séricos da proteina FASN, no
grupo oleo de peixe foi de 120,78+51ng/ml, e no grupo placebo 104,89+44,28ng/ml

sem diferenca significativa intra ou entre os grupos (Figura 5).
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Figura 5 - Concentracdo da FASN no soro das pacientes incluidas no estudo, antes
e apos a suplementacdo. Dados apresentados como média + desvio-padrdo. Grupo
Oleo de peixe: inicial 128,94+72,86ng/ml e final 120,78+51ng/ml; Grupo placebo:
inicial 109,66%80,77ng/mle final 104,89+44,28ng/ml. N&o foram observadas
diferencas significativas intra e entre grupos.

A figura 6 apresenta os niveis do transcrito (MRNA) da FASN nas células
mononucleadas do sangue periférico das pacientes, no momento basal, antes da
intervencdo, normalizados com os valores do gene constitutivo de [(-actina.
Observou-se que os niveis relativos de mMRNA eram semelhantes entre 0os grupos.

Apos o periodo de suplementacéo, as pacientes randomizadas para 0 grupo
Oleo de peixe, apresentaram aumento nao significativo nos niveis de transcrito da

FASN, em relacdo ao periodo antes da intervencdo, sendo a média observada de
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1,261£0,52 (p=0,074), enquanto no grupo placebo a média foi de 1,09+0,51

(p=0,970). Em ambos os casos ndo se observou diferencas significativas intra ou

entre os grupos (Figura 6).
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Figura 6 - Quantificagdo de niveis de mRNA da FASN nas células mononucleadas
do sangue periférico das pacientes incluidas no estudo, antes e apés a
suplementacdo. Dados apresentados como média + desvio padrdo. Grupo 6leo de
peixe: inicial 1,002+0,003 e final 1,26+0,52; Grupo placebo: inicial 1,00+0,05 e final
1,09+0,51. Nao foram observadas diferencas significativas intra e entre grupos.
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6 DISCUSSAO

Em estudo realizado por nosso grupo de pesquisa, foi investigada a
mudanca no perfil de acidos graxos nos fosfolipidios plasmaticos em pacientes com
cancer de colo de dutero, virgens de tratamento. Comparado com mulheres
saudaveis, foi observada uma maior concentracdo dos acidos graxos 18:0, 24:.0 e
maior razdo de 18:0/18:1, e menor concentracdo de acidos graxos 16:0 e 18:2 n-3,
nas mulheres portadoras de cancer. Os resultados do estudo sugeriram alteracdes
no metabolismo de acidos graxos na situacao de cancer (LISBOA et al., 2008).

Considerando as alteracdes no metabolismo de lipidios no cancer, sendo a
ativagdo da lipogénese de novo uma caracteristica dos canceres agressivos, estudo
realizado por Rysman etal. (2010), investigou os efeitos da lipogénese,
especificamente na mudanca da composicao de fosfolipidios, em células de cancer.
Linhagem de células de cancer de préstata foi tratada com soraphen, um inibidor da
lipogénese, e apds o tratamento, observou-se reducédo dos niveis dos acidos graxos
16:0, 18:0 e 18:1, bem como dos niveis totais de acidos graxos saturados e
monoinsaturados na composi¢cdo dos fosfolipidios e aumento da concentracdo de
poli-insaturados. Efeitos similares foram observados também em linhagens de
células de cancer de mama e de cancer colorretal. Os resultados sugeriram que em
células de cancer o aumento de acidos graxos saturados e monoinsaturados na
composicdo de fosfolipidios poderia estar associado ao aumento da lipogénese.
Para avaliar se havia associacdo do aumento de &cidos graxos saturados nos
fosfolipidios com o aumento da lipogénese in vivo, foi analisada a expressédo da
FASN por meio de Western blot em tecidos de cancer de prostata e tecidos normais.

Andlise da composicédo de fosfolipidios dos tecidos mostrou que a composicao de
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acidos graxos era diferente entre os tecidos lipogénicos e os nao lipogénicos. Os
tumores com super expressao da FASN mostraram um aumento consistente dos
acidos graxos saturados e monoinsaturados e reducdo de poli-insaturados,
comparado com tecidos normais.

Outro estudo, in vitro, realizado por Ravacci et. al. (2013), utilizou linhagem
de células de epitélio mamario, e uma linhagem de células epitélio mamario
modificada para super expressar HER2 (receptor de fator de crescimento epidérmico
humano 2), para verificar os efeitos da transformacdo oncogénica que ocorre no
cancer de mama devido a expressdo de HER2. Foi observado que as células com
alta expressdao de HER2 apresentavam modificacdes na composicao de lipidios da
membrana, com aumento de 4cidos graxos saturados como 16:0, e reducédo de DHA
(22:6 n-3). Foi encontrado também que nestas células a expressdo da proteina da
FASN era maior. Ao tratar as células com acido graxo 22:6 n-3 foi observado
reducdo da expressao da FASN, bem como reducédo de acidos graxos saturados na
membrana das células. Os autores concluiram que a super expressdo de HER2
ativa as vias de sobrevivéncia e de proliferacdo das células cancerigenas e modifica
o perfil lipidico da membrana, mediado pela FASN.

No presente estudo, foi observado que entre os grupos de estudo havia
diferenca significativa em alguns acidos graxos dos fosfolipidios seéricos, antes
mesmo da intervencéo. O grupo 6leo de peixe apresentou maior prevaléncia de 16:0
e maior razdo 18:0/18:1, e menor prevaléncia de acidos graxos poli-insaturados e n-
6 e razdo n-6/n-3, comparado com o grupo placebo, indicando a possibilidade de
diferenca no metabolismo de lipidios entre os grupos.

Apoés o periodo de suplementacéo, foi observado aumento significativo da

concentracdo de 22:5 n-3 nos fosfolipidios plasmaticos das pacientes do grupo 6leo
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de peixe. Entretanto, em relacdo ao 22:6 n-3, o aumento da concentracdo desse
acido graxo nao foi significativo.

Com o objetivo de investigar a taxa de incorporacdo de acidos graxos 20:5
n-3 e 22:6 n-3 apds suplementacdo, estudo incluindo 20 individuos utilizou
suplementacao de 6leo de peixe composto por 1296mg de 22:5 n-3 e 864mg de 22:6
n-3 por dia, mais uma capsula de vitamina E contendo 400Ul, durante 8 semanas.
Apos o tratamento, foi observado aumento significativo de 245% na concentracdo de
20:5 n-3, e de 73% na concentracdo de 22:65 n-3, nos fosfolipidios plasmaticos
(CAO et al., 2006). Outro estudo que também avaliou a concentracédo de 22:6 n-3
apos suplementacédo, utilizou uma dose de 1,8g de 22:6 n-3 por dia durante 5
meses, com 25 pacientes portadoras de cancer de mama, observou que havia grupo
com alta incorporacdo do acido graxo nos fosfolipidios plasmaticos, e grupo com
baixa incorporacdo de 22:6 n-3 (BOUGNOUX et al., 2009). Considerando os
resultados observados nos estudo acima apresentados, o fato de nédo ter sido
observado aumento significativo na concentracdo de 22:6n-3 nos fosfolipidios
plasmaticos apds a suplementacdo com 6Oleo de peixe, em nosso estudo, pode ter
ocorrido devido a dose ou tempo de suplementacdo, bem como pela possivel
incorporagao proporcionalmente menor de 22:6-n3 comparado com 20:5 n-3,
sugerido pelo estudo de Cao et al. (2006). Outra possibilidade € devido a diferenca
de incorporacdo do acido graxo 22 n-3 nos fosfolipidios entre os individuos apés o
consumo da suplementacdo, como observado no estudo de Bougnoux et al. (2009).

E conhecido que a FASN pode estar super expressa em células de cancer
de mama (WANG et. al., 2001), e estudo realizado por Wang et. al., 2004,
demonstrou que as células podem excretar FASN para o meio extracelular, podendo

esta ser identificada no soro de pacientes com cancer de mama e utilizada como um
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marcador tumoral. A sua expressdo estaria associada ao estagio do tumor, sendo
maior em estagio mais avancados (KAO et. al., 2013; NOTARNICOLA et. al, 2012;
ZAYTSEVA et. al; 2012).

Analisando o nivel de proteina da FASN no soro das pacientes incluidas no
estudo, foi encontrada concentracdo meédia de 118,79+76,71ng/ml. Outro trabalho
realizado pelo nosso grupo de pesquisa também analisou a FASN no soro de
pacientes portadoras de cancer de mama utilizando o mesmo kit de analise, e
encontrou uma concentracdo média de 132,51+95,05ng/ml, semelhante ao
observado no presente trabalho (HOFFMANN,2011).

ApoOs o periodo de intervencéo, néo foi observado diferenca significativa nas
concentracfes da proteina da FASN no soro das pacientes, bem como nos seus
niveis de transcrito. Entretanto, estudo realizado por Menendez et. al. (2004) avaliou
o papel dos &cidos graxos n-3 e n-6 na atividade enzimatica e expressao de proteina
da FASN em linhagem de células de cancer de mama, e encontrou resultado
divergente do observado em nosso estudo. Entre os acidos graxos testados o 18:3
n-3 e 0 22:6 n-3 reduziram a atividade da FASN em 61% e 37%, respectivamente,
sendo o 18:3 n-6 foi o mais efetivo, reduzindo em 75% a atividade da enzima. Ja o
20:5 n-3, 18:2 n-6 e 20:4 n-6, ndo apresentaram efeito. Os pesquisadores tambéem
avaliaram se os acidos graxos poderiam influir na expressao da proteina da enzina,
e foi verificado que os acidos graxos que reduziram a atividade da FASN, também
reduziram a expressao da proteina.

Outro estudo, in vitro, realizado por Ravacci et. al. (2013), também observou
resultado semelhante do acido graxo 22:6 n-3 na expressao da FASN. Linhagem de
células de epitélio mamario, e uma linhagem de células epitélio mamario modificada

para super expressar HER2 (receptor de fator de crescimento epidérmico humano
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2), foram tratadas com acido graxo 22:6 n-3 e foi observado reducdo da expressao
da proteina da FASN.

Estudos in vitro ja observaram que os acidos graxos 20:5 n-3 e 22:6 n-3
podem reduzir a viabilidade de células de céancer por meio dos produtos da
peroxidacao lipidica. Trabalho realizado por Chajés et al. (1995) com o objetivo de
investigar possiveis mecanismo envolvidos com a reducdo da morbidade e
mortalidade por cancer de mama associados a presenca de acidos graxos poli-
insaturados na dieta, tratou linhagens de células de cancer de mama com &acidos
graxos n-3 e n-6 para observar seus efeitos na proliferacéo celular. Foi observado
gue os acidos graxos 20:5 n-3 e 22:6 n-3 foram os mais efetivos em reduzir o
crescimento celular, entretanto na presenca de vitamina E na concentracdo de 10uM
restaurou completamente o crescimento celular. Outro estudo com resultado
semelhante, foi o realizado por Germain et al. (1998) que tratou linhagem de células
de cancer de mama com acidos graxos poli-insaturados durante 6 dias. Foi
observado que dentre os &cidos graxos utilizados, o 22:6 n3 foi o0 mais efetivo em
aumentar a citotoxidade da droga doxorrubicina por meio da formacdo de
hidroperéxidos lipidicos, reduzindo assim a viabilidade celular. Entretanto na
presenca do antioxidante d-a-tocoferol, este efeito foi extinto.

A suplementacdo de 6leo de peixe utilizada em nosso estudo continha em
sua composi¢ao o antioxidante a-tocoferol. Os estudos apresentados sugerem que a
presenca do antioxidante pode anular os efeitos dos acidos graxos 20:n-3 e 22:6 n-3
quanto a reducdo do crescimento celular devido aos produtos formados pela
peroxidacao lipidica. Ainda ndo se sabe se a presenca do antioxidante também

poderia estar envolvida nos mecanismos relacionados a expressédo da FASN.
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Ao contrario do observado na literatura, a suplementacdo com 0Oleo de peixe
rico em acidos graxos 20:5 n-3 e 22:6 n-3 ndo alterou a expressao da enzima da
FASN no soro, nem de seu transcrito em células mononucleados das pacientes
incluidas no estudo. A dose, e tempo de tratamento utilizados, bem como a
presenca de d-a-tocoferol como antioxidante no 6leo de peixe, assim como um
possivel diferenca no metabolismo de lipidios entre os grupos sugerida pela
diferenca na composicao de acidos graxos nos fosfolipidios séricos entre 0s grupos,
podem ter interferido na observacdo do resultado. Ainda, uma das limitacdes do
estudo foi o fato de nao ter sido possivel o acesso as informacfes de estadiamento
da doenca, que de acordo com a literatura (KAO et. al., 2013; NOTARNICOLA et. al,
2012; ZAYTSEVA et. al; 2012) também pode estar relacionada com a expressédo da
FASN.

Portanto, sugere-se que novos estudos sejam realizados com o intuito de
investigar os mecanismo dos &cidos graxos 20:5 n-3 e 22:6 n-3 envolvidos na

expressao da FASN.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem concluir que a intervencao
realizada com a suplementacdo de 6leo de peixe rico em acidos graxos n-3 durante
4 semanas em paciente portadoras de cancer de mama recém diagnosticadas,
antes do inicio do tratamento da doenca, nao modificou de forma significativa a
concentracdo de proteina da FASN no soro das pacientes, bem como o nivel de seu

transcrito em células mononucleadas do sangue periférico.
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PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Eegisiro do Projeto no CEP:; T2/

Titule dber Projeto: Efeito da Suplementagio com dcwdo graxo n-3 no esirada nuincional,
yualidade de vida, resposts imunitdria ¢ atividade da ereirma dcido graxo sinlase de
pacientes pocadores de lumoses de mamas em iratamento guimiclerdpico.

Pesquisadora Responsivel: Meg Schwarez Hoffmunn

Dt de Ervinsda: 0402005

Com base na Resologie 19698, do CNS/MS, que regulamenta a £ica em
pesguisa com seres humanos, o Comité de Ftica em Pesquisa com Sefes Hamanos da
Faculdade de Ciéncias da Sadde da Universidade de Brasilia, apds andlise dos aspectos
éticos ¢ o conexto swenico-cientifico, resslves APROVAR o projein T2AM com o
titulo: “Efeite da Suplementagio com Scido graxo n-3 no esimdo nutricional, qualidade
de vida, resposte imunitiria e atvidede da enzima dcido graxo sintase de pacicntes
poriadores de umores de mama em bratamento quirndoteripice”, amalisado na £
Reumiio Ordindtin, realizada no dia 8 de Setembro de 2009,

A pesquisadora responsivel fica, desde ji, potificeda da obrigatoriedsde da
apresentacas de um relatotio semestral ¢ relasdrio finsl secinie e objetivo sobre o
dessmvoleimento do Projeto, no prazo de 1 {um) ano & contar da presente data (item
VIL13 da Resolugio 196/5),

PFrof. Wolnai Garrafa
Coordenador do CEP-FSTUnB

Brasilia, 10 de Setembro de 2004, i
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PROTOCOLO N%RQPROJETO. 383/95011 — EFEITO DA SUPLEMENTAGAO COM
ACIDO GRAXO N-3 NO ESTADO NUTRICIONAL, QUALIDADE DE VIDA,
RESPOSTA IMUNITARIA E ATIVIDADE DE ENZIMA ACIDO GRAXO SINTASE
DE PACIENTES PORTADORES DE TUMORES DE MAMA EM TRATAMENTO
QUIMIOTERAPICO.

Instituicido Pesquisada: Secretaria de Satide do Distrito Federal/SES-DF.

Area Tematica Especial: Grupo lll (ndo pertencente a area tematica especial),
Ciéncias da Saude.

Validade do Parecer: 03/10/2013

Tendo como base a Resolucao 196/96 CNS/MS, que dispoe sobre as
diretrizes e normas regulamentadoras em pesquisa envolvendo seres
humanos, assim como as suas resolugées complementares, o Comité de
Etica em Pesquisa da Secretaria de Estado de Satide do Distrito Federal, apés
apreciagio ética, manifesta-se pela APROVAGAO DO PROJETO.

Esclarecemos que o pesquisador devera observar as
responsabilidades que lhe sao atribuidas na Resolugcdao 196/96 CNS/MS,
inciso IX.1 e 1X.2, em relagao ao desenvolvimento do’projeto. Ressaltamos a
necessidade de encaminhar o relatério parcial e final, além de notificagdes de
eventos adversos quando pertinentes no prazo de 1 (um) ano a contar da
presente data (item I1.13 da Resolucao 196/96 CNS/MS).

Brasilia, 03 de‘outubro de 2011.
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Maria Rita Carvalfjo Garbi Novaes
Comité de Etica em Pesquisa/SES-DF

Coordenadora
AL/CEP/SES-DF
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SMHN - Q. 501 - Bloco “A* — Brasilia— DF - CEP.: 70.710-907
BRASILIA - PATRIMONIO CULTURAL DA HUMANIDADE

75



76

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Cara paciente:

Gostariamos de convida-la a participar de uma pesquisa entitulada: “Efeito da suplementacdio com

acido_graxo n-3 no estado nutricional, qualidade de vida, resposta imunitdria e atividade da
enzima ‘dcido graxo sintase’ de pacientes portadoras de tumores de mama”.

A sua participagdo é voluntaria, estando igualmente livre para desistir a qualquer momento, sem que
por isso seja alterado o seu plano de tratamento. Agradeceriamos que preenchesse os questionarios em
anexo, apos leitura atenta desta informagdo ¢ quando ndo tiver dividas quanto aos seus direitos
enquanto participante.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia e Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Saude-DF. Esta tem por
objetivo avaliar o estado nutricional ¢ a resposta imune de mulheres portadoras de cancer de mama
antes e depois de uma suplementagio com acido graxo n-3. Esta suplementagio terd a duragdo de 04
semanas, ¢ sera iniciada logo ap6s o diagnostico médico, e anterior ao tratamento. Espera-se que a
suplementagio com acido graxo n-3 melhore a resposta ao tratamento reduza os efeitos colaterais,
aumente a atividade das células de defesa do corpo e melhore a qualidade de vida da paciente. Em
alguns casos a suplementagdo podera levar a diarréia, perda de gordura nas fezes e aumento do tempo
de sangramento.

Ao aceitar participar desta pesquisa, havera um sorteio para definir se vocé ira fazer parte do grupo de
pacientes que ira receber capsulas de 6leo com acido graxo n-3 ou outro, chamado de grupo controle,
que recebera 6leo mineral. Estes 6leos serdo fornecidos para serem ingeridos 2 vezes ao dia durante 04
semanas, concomitante ao seu tratamento. Nem vocé nem o pesquisador saberdo a qual grupo vocé foi
sorteado, até o término da pesquisa. Este procedimento ¢ necessario para avaliar com maior clareza se
0 ¢dleo contendo acido graxo n-3 ajuda a melhorar a qualidade de vida do paciente.

A coleta de dados sera realizada em dois momentos diferentes, no inicio e ao final da suplementagio e
a cada encontro serdo colhidas as seguintes informagoes:
v Informagdes sobre sua alimentagdo;

v" Informagdes referentes a sua qualidade de vida, pelo preenchimento de questionarios;

v" Medidas de peso e altura e dados da bioimpedincia elétrica, um exame ndo invasivo ¢
indolor, para determinagio da composigio corporea;

v Coleta de cerca de 20 ml de sangue venoso para avaliagdo exames bioquimicos (feito
com kit esterilizado ¢ individual); de hemograma, perfil lipidico, glicose, albumina,
enzima acido graxo sintase, acidos graxos e marcadores inflamatorios.

v Nos encontros subseqiientes, serdo questionados sobre a adesdo ¢ possiveis
intolerdncias e aversdes a suplementagio.

Todos os dados e amostras serdo feitos e colhidos pela propria pesquisadora ou pela equipe treinada e
participante da pesquisa.

Toda a informagfio sera coletada sem nenhum dado que possa levar a sua identificagdo, tal como o seu
nome ou data do seu nascimento. E extremamente importante que seu anonimato seja assegurado, e



que apenas os profissionais da saude envolvidos com a pesquisa tenham acesso a informagao onde
conste o seu nome.

Posteriormente, a transferéncia dos seus dados sera realizada apenas para a analise estatistica.
Nenhuma referéncia ao seu nome estara disponivel nesta analise. Todas as informagdes fornecidas pela
senhora ficardo sob a guarda da equipe e sob a responsabilidade da coordenadora da pesquisa. O seu
nome nio aparecera na publicagio que se planeja realizar.

Os resultados obtidos serdo divulgados para a comunidade cientifica (médicos, nutricionistas,
enfermeiros) com o objetivo de beneficiar o acompanhamento ¢ a orientagdo nutricional do paciente
com cancer, podendo, eventualmente, tornar a terapia nutricional prestada aos seus pacientes, mais
direcionada e eficiente.

As pessoas abaixo indicadas terdo todo o prazer em responder as questdes adicionais que possa ter a
respeito deste projeto. Caso nio estejam presentes, poderdo ser chamadas por um funcionario.

Contatos:
Elemarcia M. Paixdo (61) 9642-1888, Marina Kiyomi Ito (61) 3307-2510, Ana Carolina (61)
91161292, Karina Souza (61) 8611-2561.

Se ndo quiser participar nesta pesquisa, gostariamos que tragasse um risco sobre o questionario, assina-
lo ¢ devolvé-lo. E importante referir que o fato de nio participar nio tera influencia no seu plano de
tratamento.
Li esta informagio e quero ( ) participar deste projeto.

Nio quero () participar deste projeto.

Nome do paciente (ou do representante legal):

Assinatura:

Assinatura pesquisador responsavel:

Observagdo: Este documento sera assinado em duas vias, € suas folhas serdo rubricadas. Uma via ficara
com o paciente € a outra com o pesquisador responsavel.
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Cédigo
identificador

PROJETO ONCONUT ( FICHAL)

A\ A\ A A . . . . . A\ [ A
Endereco completo:
cep. - Bairro:
Cidade:
Data da entrevista: / /
Entrevistadores: a)
b)

ENTREVISTADOR: LEIA para o entrevistado o formulario de esclarecimento
sobre a pesquisa e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Caso ele
realmente concorde em participar voluntariamente do projeto e assine o TCLE,
prossiga com o questionario. Caso contrario, atenda aos procedimentos
previstos para "Recusa”.

1. Nome completo:

Registro HUB:
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Telefone
residencial:
Telefone comercial (ou de recados):
Celular:
Endereco eletrénico:

2. Quantas pessoas residem, de forma permanente, no seu domicilio?

ENTREVISTADOR: Inclui parentes da familia principal, agregados (pessoas
que moram junto e de modo permanente) e empregada doméstica que durma no
emprego e nao tenha residéncia no DF.

3. Qual a sua data de nascimento?
/ /

4. Qual o seu estado civil?
ENTREVISTADOR: Leia as opcoes 1 a 4.
1. (1 Casada (inclui unido consensual)

2. [ Desquitada, divorciada ou separada

3. [ Vilva
4. [1 Solteira
5. [1 ndo sabe/nao respondeu
5. Até que série a senhora
estudou?
0. 7 menos de um ano
1. anos e meses
ENTREVISTADOR: Calcular o tempo de estudo no momento da
entrevista.
6. Atualmente a Sra tem um trabalho ou atividade remunerada?
0. [ONao
1. OSim.

7. Para nossa pesquisa, é importante classificar os entrevistados
segundo niveis de renda da familia. Como ja dissemos anteriormente, as
informacdes colhidas sdo de uso exclusivo da pesquisa e sdo confidenciais.
Por favor, responda-me: Contando com salério, pensdo, aposentadoria,
aluguel, “bicos”, qual a renda familiar mensal?

1. R$




2. [1 A familia ndo tem renda
3. [1 Nao sabe/ N&o respondeu
DO A RATA OS R RIDO
Algum profissional de saude disse que a Sra tem:
8. Presséao alta?
0. [ Nao
1. 0 Sim, toma
medicacao?qual?
2. (1 N&o lembra/ndo sabe

9. Colesterol alto?
0. I Néao
1. 0 Sim, toma
medicacao?qual?
2. [1 Nao lembra/nao sabe

10. Alto nivel de agclUcar no sangue?
0. (1 Nao
1. 0 Sim, toma
medicacao?qual?
2.1 N&o lembra/ndo sabe

11. A Sratem outra doenca que precise de medicagdo constante?

0. 1 Nao

1. O Sim,
qual:

2. Medicamento,
qual(is):

ENTREVISTADOR: Anote a doenca e a medicagédo especifica.

12. A Sra faz uso de produtos ou suplementos (chés, pos, sucos) para
melhorar a satde? Se n&o pular para 13
0.1 Néao
1. 0 Sim, qual e por guanto
tempo?

2. [1 Nao lembra/nao sabe

13. A Sra ja parou de menstruar, ja entrou na menopausa?
0.1 Nao
1.1 Sim

BEBIDA A OO0 A

14. Com que frequéncia a Sra toma bebidas que contém alcool?
ENTREVISTADOR: Leia as opgoes.
1. [J Nunca
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2. [1 Raramente (uma vez por més ou menos)
3. [J Até uma vez por semana
4. [1 Duas a trés vezes por semana
5. [1 Quatro ou mais vezes por semana
Né&o leia 6. [1 Nao sabe/Nao respondeu

7. Qual bebida costuma
consumir?

Quantidade?

A DY\ A
15. A Sra realiza alguma atividade fisica regular?

0. [1 Nao (Se n&o pular para 18)

1.0 Sim

16. Qual o tipo de atividade fisica a Sra realiza?
1. 0 Caminhada
2. [1 Hidroginastica
3. [J Ginastica
4. [T Musculagao
5. [1Outros

17. Com que frequéncia a Sra pratica a atividade fisica?
1. 1 Uma a duas vezes por semana
2. [] Trés a quatro vezes por semana
3. [1 Mais de cinco vezes por semana
OD ABACO
ENTREVISTADOR: Lembre-se que, por definicdo, fumante é aquele que
fuma, ou fumou, até 100 cigarros por ano ou 2 cigarros por semana. Leia as

opgoes 1 a 3.
18. A Sra é:

1. 71 N&o fumante, nunca fumou (Se nao pular para 20)
2. [ Ex — fumante (parou de fumar ha mais de seis meses)
3. [J Fumante (atualmente ou parou ha menos de seis meses)

19. Quantos cigarros a Sra fuma(va) por dia?

ENTREVISTADOR: No caso de menos de um cigarro por dia, assinale
O(zero).

1. cigarros por dia
DADOS DA DO A RATA O
ADOR: Colhe ormacdo em prontudrio, ndo perg
20. Subtipo?
1. 1 Lodular 2. [ Ductal

21. Hormonal?
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0. [ Nao 1.1 Sim
22. Qual o estadiamento clinico da doenc¢a?
1.
/\ -.-. » /\

Agora vou verificar suas medidas. Para isso é necessario que a Sra
retire seus sapatos (chinelos, sandalias, etc) e suba na balanca.

PESO
23. , kilogramas

ENTREVISTADOR: Se houver alguma intercorréncia que tenha impossibilitado a
afericao do peso, descreva-a
aqui:

ALTURA
24. , metros

ENTREVISTADOR: Se houver alguma intercorréncia que tenha impossibilitado a

medida da altura, descreva-a aqui:
PESO USUAL
25. O seu peso se manteve constante no ultimo ano?
0. 1 Néao
1. (1 Sim, qual o peso? , kilogramas (pular para 27)

2. [1 Nao lembro/nao sei

26. Se modificou, qual foi a mudanca?
1.1 Ganho , kilogramas
2.1 Perda , kilogramas

ENTREVISTADOR: A medida refere-se a quantidade de peso modificada e ndo ao
peso final.

CIRCUNFERENCIA ABDOMINAL

27. centimetros

ENTREVISTADOR: Se houver alguma intercorréncia que tenha impossibilitado a
medida da circunferéncia da cintura, descreva-a aqui:
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BIA
28. Resisténcia: média:
29. Reactancia: média:

30. Angulo de fase:

FINALIZAR A ENTREVISTA - fazer o check-list

O Antes de iniciar, assegurar-se de que a voluntéria procedeu a coleta sanguinea, recebeu lanche e esta
confortavel.

O Preencher completamente a ficha 1 e o questionario de qualidade de vida, com conferéncia posterior se
ficou alguma resposta em branco.

O Em casos de dlvidas, resolver imediatamente ndo deixando para depois.
O Informe que a voluntéria sera procurada em dois momentos posteriores para as coletas dos RECs 24h.

O Organizar o préprio material e acondicionar adequadamente : Oformularios O balanca @]
antropometro
Ofita Olanche.

O Agradeca pela entrevista, colabore na reorganizacdo do ambiente e certifique-se que ndo esta deixando
nada espalhado ou esquecido e despeca-se educadamente.
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Universidade de Brasilia
"‘ Faculdade de Ciéncias da Salude
k Departamento de Nutrigdo
Pesquisa sobre doencas cronicas ndo-transmissiveis

Cddigo
identificador

PROJETO ONCO-NUT ( FICHA2)

RECORDATORIO DE 24 HORAS

42. Nome:

Reg: Nascimento: [/ |/
43. Data da entrevista: [/
Entrevistador: a)

44. a) Dia da Semana:
b) Dia habitual ?  [1Sim I Nao

45, Alimentos ou preparacdes Medid Gr

Horéario a Caseira amatura

/Local
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46. Qual o 6leo utilizado para coccgao:

47. Quantidade de 6leo consumido por més: latas/frascos
48. Quantas pessoas almog¢am diariamente: adultos criangas
Quantas pessoas jantam diariamente: adultos criancas

49. Tem hébito de adicionar algum tipo de 6leo ao prato de comida?
a) 1. [0 Sim 2. [0 Nao

b) Quantidade:

ENTREVISTADOR: Pergunte por Oleo de soja, azeite, 6leo de gergelim, maionese, molho
pronto, etc.

50. Faz reutilizagdo do 6leo usado para outras refei¢cdes:
1. 001 Sim 2. [1 Néo

51. Quantos copos americanos de agua bebe por dia: 1.

2. [1 Nao sabe informar
ENTREVISTADOR: NAO Leia a segunda opc¢ao.

52. Tem hébito de consumir peixe:
1. 11 Sim 2. [1 Nao

ENTREVISTADOR: Incluir peixes enlatados como bonito, atum, sardinha, anchova, aliche, etc.
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53. Quantas vezes por més:

54. Qual o tipo de peixe mais consumido:
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Nome da paciente: Registro:

Data de atendimento: / /

PRESCRICAO DO SUPLEMENTO NUTRICIONAL

1. Ingerir uma capsula no almogo e uma capsula no jantar junto com a refeicao
durante 15 dias.

2. Ao final dos 15 dias, uma das pesquisadoras do projeto entrara em contato
para confirmar o novo encontro e entregar outro frasco de suplemento.

3. Qualquer duvida, por favor, entre em contato (segue lista dos nomes e

telefones das pesquisadoras).

Carimbo e assinatura

OBSERVACOES:

RETORNO

Data
Horario
Local




